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Introduccio´n
El estudio de los sistemas supramoleculares de intere´s biolo´gico requiere de la colabo-
racio´n interdisciplinaria de diversas ramas del conocimiento. En estos sistemas complejos
la organizacio´n de los individuos genera procesos cooperativos que resultan impredecibles
a trave´s de la simple adicio´n del comportamiento individual. Las ce´lulas que forman los
organismos ma´s complejos pueden crecer en medios quasi-artificiales para el estudio de sus
propiedades individuales o de grupo. Estas constituyen per se sistemas complejos capaces de
sentir y procesar las sen˜ales provenientes del medio en el que se desarrollan y desencadenar
un conjunto de funcionalidades y comportamiento dependientes de su origen y que define su
fenotipo para cada condicio´n particular. Las ce´lulas constituyen entes inteligentes que res-
ponden a perturbaciones proporcionadas por el entorno y dan cuentan de sus caracter´ısticas
fisicoqu´ımicas y bioqu´ımicas.
Las ce´lulas en los tejidos pueden percibir un conjunto de sen˜ales biof´ısicas y bioqu´ımicas
e integrarlas para cambiar su estado dina´mico. En este sentido las ce´lulas son “materiales
inteligentes” y este comportamiento es de gran importancia para el disen˜o de nuevos mate-
riales con aplicaciones particulares. La adhesio´n celular es el primer paso en muchos procesos
fisiolo´gicos, como la cicatrizacio´n de heridas, o patolo´gicos, como las infecciones bacterianas
y la propagacio´n tumoral. La adhesio´n celular juega tambie´n un papel preponderante en la
ingenier´ıa de tejidos y en el disen˜o de superficies utilizadas en implantes me´dicos. Por eso
resulta necesario conocer el efecto de cambios locales en las propiedades de los materiales
que forman el medio o matriz extracelular (MEC), tales como cambios en la composicio´n,
micro-topograf´ıa, rigidez, etc., sobre el comportamiento de las ce´lulas.
La propagacio´n de los sistemas multicelulares conlleva variaciones espacio-temporales de
las interacciones entre los individuos y con el entorno durante el desarrollo de feno´menos
colectivos. De esta manera queda condicionada la expansio´n de la poblacio´n celular y la
movilidad de cada ce´lula, determinando la organizacio´n y el crecimiento del sistema.
En esta tesis se observara´n y describira´n procesos que tienen lugar en los cultivos celu-
lares en distintos entornos y que resultan comunes al crecimiento y expansio´n de sistemas
complejos en general, tanto de origen inorga´nico como orga´nico. Adema´s, se intentara´ mo-
dificar la funcionalidad de las ce´lulas a trave´s del cambio en las condiciones del medio en el
que se desarrollan.
Se propone avanzar en el conocimiento de la dina´mica de sistemas supramoleculares de
intere´s biolo´gico y el papel que juegan en ella su organizacio´n y respuesta funcional. Se
preve´ caracterizar la fenomenolog´ıa del comportamiento de sistemas multicelulares in vitro
y como influye el cambio de las propiedades fisicoqu´ımicas del entorno. Se conoce que los
procesos celulares dependen de las interacciones rec´ıprocas y dina´micas de las ce´lulas con
el microambiente que las rodea. Este les proporciona est´ımulos bioqu´ımicos y meca´nicos
determinados por las ce´lulas vecinas y el entorno extracelular. El tema resulta de particular
intere´s para la ingenier´ıa de biomateriales enfocada al estudio de regeneracio´n de tejidos y
la comprensio´n de los procesos y transformaciones que ocurren en la propagacio´n de ciertos
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tejidos y tumores. En general, estos procesos son el resultado de la coordinacio´n espacio-
temporal de la diferenciacio´n, la proliferacio´n y la migracio´n celular, estos tres regulados
por un conjunto complejo de sen˜ales fisicoqu´ımicas dina´micas que se generan en el ambiente
extra-celular.
Esta tesis trata del uso de cultivos celulares para estudiar diversos aspectos del creci-
miento y expansio´n de sistemas celulares y propiedades de materiales biocompatibles. Se
comenzara´ con una breve descripcio´n de algunos de los descubrimientos y desarrollos ma´s
importantes vinculados a los cultivos celulares, tanto procariotas como eucariotas, y sus apli-
caciones. Continuara´ con una breve descripcio´n de te´cnicas de ana´lisis utilizadas en f´ısica y
qu´ımica aplicadas a sistemas biolo´gicos. Un gran nu´mero de biomateriales se desarrollaron
para modular las funcionalidades de las ce´lulas y son brevemente descriptos al final del marco
teo´rico. A continuacio´n se describira´n e interpretara´n los resultados obtenidos a partir de
cada sistema de estudio.
En el cap´ıtulo 1 se estudiara´ el fenotipo celular y la fenomenog´ıa de la propagacio´n de
colonias con geometr´ıas quasi-circulares y quasi-lineales. En el cap´ıtulo 2 se analizara´n los
cambios que produce en el fenotipo celular y en el mecanismo de propagacio´n de las colonias
la modificacio´n de las propiedades reolo´gicas del medio de cultivo. A continuacio´n, en el
cap´ıtulo 3, se mostrara´ como la presencia de agentes solubles con bioactividad en el medio
de cultivo afecta las caracter´ısticas celulares y la dina´mica de crecimiento de las colonias.
En todos los casos se vinculara´n los cambios morfolo´gicos y dina´micos globales de la colonia
con las caracter´ısticas microsco´picas de la misma, como la aparicio´n de heterogeneidades
espacio-temporales y los cambios en la movilidad y fenotipo celulares.
En los cap´ıtulos 4, 5 y 6 se describira´ la interaccio´n de las ce´lulas con numerosas superfi-
cies polime´ricas fabricadas utilizando la te´cnica de ensamblado de capa por capa y co´mo las
caracter´ısticas de las multicapas obtenidas determinan la adhesio´n celular. En el cap´ıtulo 4
se mostrara´n las caracter´ısticas de la adhesio´n de ce´lulas epiteliales sobre multicapas de po-
lielectrolitos de distintas composiciones. Adema´s, se propondra´ una estrategia para mejorar
las propiedades adhesivas de multicapas de biopolielectrolitos basada en el ensamblado de un
bloque formado por polielectrolitos de origen natural sobre un bloque inferior que contiene
el policatio´n de origen natural pero un polianio´n sinte´tico. En el cap´ıtulo 5 se propondra´
otra te´cnica para mejorar la adhesio´n celular sobre pel´ıculas de biopolielectrolitos basada
en el recocido te´rmico de las mismas. Luego, en el cap´ıtulo 6, se mostrara´ que el recocido
te´rmico de multicapas de otra composicio´n disminuye la adhesio´n celular y bacteriana sobre
esta superficie.
En el cap´ıtulo 7 se mostrara´ como la microestructuracio´n del sustrato permite controlar
la direccio´n de los movimientos celulares y permite validar la aplicacio´n de ciertos mode-
los universales a la dina´mica de crecimiento de la interfase de una colonia. Finalmente se
presentara´n algunas conclusiones generales.
Marco teo´rico y antecedentes
A lo largo de esta tesis se estudiara´n sistemas multicelulares formados por individuos ais-
lados o formando colonias de distintas caracter´ısticas. Se considerara´n diversas funcionalida-
des celulares, como la movilidad y proliferacio´n, en relacio´n con las interacciones ce´lula-ce´lula
y ce´lula-entorno y la dina´mica de propagacio´n de los sistemas multicelulares. El entorno, del
cual dependen las funcionalidades celulares, sera´ modificado adecuadamente empleando sus-
tancias solubles con distinta actividad biolo´gica y distintos biomateriales desarrollados en el
laboratorio.
En todos los casos, los sistemas de estudio se obtendra´n a partir de cultivos de distintos
tipos de ce´lulas. De ah´ı que esta tesis comenzara´ con la exposicio´n de temas relacionados
al desarrollo histo´rico, al lenguaje particular y a conceptos involucrados en la pra´ctica del
cultivo de ce´lulas.
A.1. Cultivos celulares
Hoy en d´ıa, en la pra´ctica, nos referimos al te´rmino cultivo celular como al cultivo de
ce´lulas eucariotas de organismos pluricelulares, generalmente, animales. Eso lo distingue del
cultivo de otros tipos de ce´lulas, como el cultivo de ce´lulas vegetales, cultivo de hongos o
el cultivo de bacterias. Histo´ricamente el cultivo de ce´lulas animales se desarrollo´ junto o
gracias a otros tipo de cultivos, sobre todo el microbiolo´gico.
El desarrollo de los cultivos celulares ha tenido grandes consecuencias en nuestras vidas
hoy d´ıa. Poder controlar que determinados tipos de ce´lulas crezcan en determinadas situa-
ciones y que otras no, es algo necesario tanto en las investigaciones de vanguardia como
en la vida cotidiana. Desde el proyecto genoma humano hasta el cocinar unas pizzas para
compartir con amigos, desde la fabricacio´n de una vacuna contra el ca´ncer de pulmo´n hasta
el lavarnos un raspo´n en la rodilla y ponernos desinfectante, encontramos situaciones donde
es necesario controlar de alguna manera el crecimiento celular.
Si bien desde la prehistoria los seres humanos ven´ıan controlando el crecimiento de mi-
croorganismos para producir o preservar alimentos [A.1], no fue sino hasta el siglo XVII d.C.
que, mediante el uso de los primeros microscopios, las ce´lulas pudieron ser observadas por
primera vez por Robert Hooke y Antoni van Leeuwenhoek [A.2]. Robert Koch, fue un pionero
de los cultivos en fase so´lida, observando la formacio´n de colonias en rodajas de papa hervi-
das expuestas al aire, agregando gelatina a caldos nutritivos para obtener medios r´ıgidos o
utilizando suero de oveja esterilizado por calentamiento y dejado solidificar [A.3]. De hecho,
un ayudante de Koch fue el inventor de las ca´psulas de Petri [A.4]. Estos cultivos en fase so´li-
da fueron los que le permitieron al grupo de Koch aislar por primera vez el Mycobacterium
tuberculosis, agente etiolo´gico de la tuberculosis [A.5]. Si bien los primeros materiales usados
con fines biolo´gicos o biomateriales exist´ıan desde hace ya mucho tiempo (las suturas datan
el per´ıodo Neol´ıtico y los implantes dentales son anteriores al 600 a. C.) [A.6], Koch fue un
visionario al aplicar el disen˜o inteligente del medio y condiciones de cultivo para el estudio
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celular. Hoy en d´ıa los biomateriales se utilizan no so´lo con fines me´dicos, sino para screening
biolo´gicos o estudios de ciencia ba´sica [A.7]. Gran parte de este trabajo de tesis se realizo´
modificando las condiciones de crecimiento para estudiar distintos aspectos del crecimiento
celular o utilizando cultivos para evaluar las propiedades de distintos biomateriales.
El desarrollo de cultivos de ce´lulas y tejidos eucariotas animales comenzo´ algo despue´s
que el de bacterias y hongos. El primer registro data de 1885, cuando el embrio´logo Wilhelm
Roux logro´ mantener la placa neural de un embrio´n de gallina en una solucio´n salina durante
varios d´ıas, sentando las primeras bases del cultivo de tejidos [A.8, A.9]. Roux, que se dedico´ a
estudiar el desarrollo de los vasos sangu´ıneos a lo largo de su tesis doctoral, estaba convencido
de que las leyes de la f´ısica controlan el crecimiento de los organismos y que la necesidad
de optimizacio´n es inherente al desarrollo [A.10]. En 1887 Loe Loeb coloco´ tejido epitelial
de cerdos de Guinea en agar y suero coagulado, lo inoculo´ en animales adultos y observo´
las reproduccio´n de las ce´lulas implantadas [A.8]. Mientras tanto, Arnold demostrataba que
los linfocitos de rana pueden sobrevivir y migrar en solucio´n salina. En 1898 Ljunggren fue
el primero en reportar experimentos con tejidos humanos, demostrando que la piel puede
sobrevivir in vitro si es colocada en l´ıquido asc´ıtico [A.9]. En 1910-11 Francis Peyton Rous,
transplantando un tumor maligno desde una gallina con sarcoma a otra sana, descubre que
algunos tumores so´lidos pueden ser transmisibles.
Los injertos de tejidos y flu´ıdos en animales realizados por Roux, Loeb o Rous no son
considerados estrictamente cultivo de ce´lulas o tejidos. Ross Granville Harrison fue el primero
en desarrollar una te´cnica de cultivo reproducible en 1907 y es por eso considerado el padre
del cultivo celular. Una revolucio´n en el cultivo de ce´lulas se dio´ en la de´cada del 40 con
el disen˜o y desarrollo de los primeros medios de cultivos sinte´ticos, lo que facilito´ e hizo
ma´s reproducible, cuantificable y aplicable el cultivo de ce´lulas [A.11, A.8]. En 1943 Earle
establece la primer l´ınea celular animal, unos fibroblastos de rato´n adaptados para crecer
indefinidamente en el medio de cultivo [A.12]. Ocho an˜os ma´s tarde George Gey, a partir de
una biopsia de carcinoma cervical que padec´ıa una granjera afroamericana llamada Henrietta
Lacks, establecio´ la primer l´ınea celular proveniente de un tumor humano, las ce´lulas HeLa
[A.13]. Estas ce´lulas que poseen ADN de virus papiloma humano, se pusieron a dispocisio´n
de todo el que las solicitara y se transformaron en el caballo de batalla del campo de los
cultivos celulares. Por entonces, amplificar los virus era una tarea extremadamente dif´ıcil
y Gey pudo utilizar las ce´lulas HeLa para propagar el virus de la poliomielitis [A.14]. Las
ce´lulas HeLa no so´lo se utilizaron para la amplificacio´n del poliovirus, sino que debido a
su gran tasa de proliferacio´n, facilito´ la produccio´n de enormes cantidades de ce´lulas para
testear los efectos de la vacuna contra la polio que Salk estaba desarrollando [A.15]. Las
ce´lulas se han utilizado en numerosos estudios, como ca´ncer, fertilizacio´n asistida, clonacio´n,
efectos de la bomba ato´mica y fueron enviadas al espacio para estudiar los efectos de la
gravedad cero en el ser humano. Para el an˜o 2009 ya hab´ıan sido utilizadas en ma´s de 60000
publicaciones cient´ıficas [A.16]. Hay algo importante que destacar, ni Henrietta ni su familia
fueron consultados respecto al uso de sus ce´lulas en investigaciones cient´ıficas, lo que abre un
importante y necesario debate acerca de los l´ımites legales y e´ticos de la ciencia. Las ce´lulas
HeLa fueron utilizadas en numerosos experimentos a lo largo de esta tesis.
A lo largo de los siglos el control del crecimiento de las ce´lulas ha sido utilizados de
diversas maneras: en la elaboracio´n y conservacio´n de alimentos [A.1], en la industria farma-
ceu´tica [A.17, A.18], en la medicina y enfermer´ıa [A.19, A.7], en la industria militar [A.20],
en el arte [A.21, A.22] y en la investigacio´n en diversas ramas de la ciencia.
El objetivo de este trabajo de tesis es aplicar las herramientas del cultivo celular en el
estudio de los feno´menos generales que regulan el crecimiento de las ce´lulas y la interaccio´n
de estas con diversas superficies.
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Figura A.1: Esquema que muestra el nu´mero de duplicaciones en funcio´n del tiempo de
una l´ınea celular cont´ınua y una finita. Se indica el inicio de la senescencia con s.
A.1.1. Definiciones y nociones mı´nimas para el trabajo con culti-
vos celulares
De la misma manera que ocurre para otras disciplinas espec´ıficas, existe un lenguaje
propio en la tecnolog´ıa de los cultivos celulares .
El te´rmino “cultivo celular” se refiere al cultivo de ce´lulas desagregadas, mientras que
“cultivo de o´rganos” se utiliza para describir tejidos no dispersos. El cultivo inicial tomado
directamente de un individuo hace referencia a cultivo primario y cuando se lo transfiere
a otros contenedores a trave´s del proceso de subcultivo o pasaje, se convierte en una l´ınea
celular. Las l´ıneas celulares se clasifican en l´ıneas continuas, con la capacidad de aumentar
la poblacio´n en forma indefinida, o l´ıneas finitas, formadas por ce´lulas que pueden realizar
solo un nu´mero limitado de duplicaciones (Figura A.1) . Este l´ımite esta´ determinado por
el nu´mero de duplicaciones que las ce´lulas pueden realizar antes de detenerse debido a la
senescencia. Esto u´ltimo depende de factores intr´ınsecos que regulan el ciclo celular y esta´
acompan˜ada por el acortamiento de los telo´meros y los cromosomas [A.23]. La longitud de los
telo´meros se mantiene por la telomerasa, que se encuentra sub-regulada en la mayor´ıa de las
ce´lulas normales excepto las germinales. Tambie´n es mayor en las ce´lulas madres, permitiendo
una expansio´n mayor y evitando senescencia. Para que una l´ınea celular se transforme en
continua se requieren transformaciones que implican la modificacio´n de ciertos genes [A.9].
Histo´ricamente las l´ıneas celulares cont´ınuas se obtuvieron a partir del aislamiento y
disgregacio´n de tejidos tumorales o embrionarios [A.24]. En el caso de los tumores, las l´ıneas
celulares se obtienen a partir de ce´lulas cancerosas que poseen mutaciones que estabilizan o
modifican la expresio´n de oncogenes. Estos oncogenes son genes reguladores del ciclo celular,
responsables de la transformacio´n de una ce´lula normal en una maligna. La incorporacio´n de
secuencias de ADN viral tambie´n puede resultar en un descontrol del ciclo celular y la evasio´n
de la apoptosis, como en el caso de las infecciones por papilomavirus humano [A.25]. Existen
diversas maneras de generar l´ıneas celulares cont´ınuas a trave´s del tratamiento de ce´lulas
con irradiacio´n, carcino´genos qu´ımicos y vectores recombinantes que expresan oncogenes.
Finalmente, otra fuente de l´ıneas ce´lulares cont´ınuas son las ce´lulas madre [A.24]. Estas
ce´lulas son capaces de dividirse de forma pra´cticamente indefinida y de diferenciarse a otros
tipos celulares [A.26]. Todos los tejidos del cuerpo humano son fabricados a partir distintos
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Figura A.2: Esquema que muestra la proliferacio´n y diferenciacio´n de las ce´lulas madre
hacia ce´lulas de distintos tipos de tejidos.
grados de diferenciacio´n de unas pocas ce´lulas madre pluripotentes (Figura A.2), lo que las
vuelve muy interesantes desde el punto de vista de la ingenier´ıa de tejidos [A.27, A.28].
Los cultivos de ce´lulas primarias suelen presentar caracter´ısticas muy cercanas a las de
sus tejidos de origen [A.24]. Eso suele representar una gran ventaja respecto a los cultivos
de l´ıneas celulares, que debido a las transformaciones gene´ticas necesarias para su obtencio´n
o al gran nu´mero de pasajes, pueden presentar caracter´ısticas, funcionalidades y respuestas
a est´ımulos diferentes [A.29]. Sin embargo, los preparados celulares a partir de animales
diferentes tambie´n pueden introducir variaciones significativas en los cultivos primarios y
so´lo un nu´mero limitado de tipos celulares pueden subcultivarse exitosamente (por ejemplo
fibroblastos, queratinocitos, astrocitos, ce´lulas endoteliales) [A.24]. La eleccio´n de uno u otro
tipo de ce´lula depende del tipo de experimento que se vaya a realizar.
Hemos visto que una misma ce´lula madre puede diferenciarse en distintos tipos celulares,
de morfolog´ıas, caracter´ısticas bioqu´ımicas y funciones muy distintas. Sin embargo, todos
estos tipos celulares presentes en un mismo organismo, salvo ciertas excepciones como los
gametos sexuales [A.30] y algunas ce´lulas del sistema inmune [A.31], poseen la misma in-
formacio´n gene´tica. La informacio´n gene´tica que posee un organismo (o en nuestro caso,
una ce´lula) en particular se denomina genotipo [A.32]. Por otro lado, el fenotipo es la ex-
presio´n del genotipo en funcio´n de un determinado ambiente. De esta manera el genotipo,
el ambiente y las interacciones entre estos definen todas las caracter´ısticas detectables (es-
tructurales, bioqu´ımicas, conductuales, fisiolo´gicas) de una ce´lula u organismo, es decir, su
fenotipo [A.33]. Esto puede modelarse con la ecuacio´n:
Fenotipo = Genotipo+ Ambiente+ Interaccio´n (Genotipo · Ambiente) (A.1)
Las l´ıneas celulares pueden existir como cultivos adherentes o en suspensio´n. La mayor´ıa
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de las ce´lulas se adhieren a un substrato como pla´stico o vidrio y proliferan formando mo-
nocapas. Los cultivos en suspensio´n no se adhieren a un substrato y crecen flotando en el
medio.
Para que las ce´lulas puedan mantenerse en cultivo, se requieren condiciones nutricionales
y ambientales apropiadas. Los requerimientos nutritivos vienen provistos por el medio de
cultivo con o sin suero agregado. El suero provee elementos adicionales importantes para
el crecimiento celular. Las prote´ınas del suero incluyen hormonas, factores de crecimiento,
l´ıpidos, cofactores enzima´ticos, prote´ınas transportadoras, y factores de adhesio´n a los subs-
tratos [A.23]. La concentracio´n de estos componentes dependera´ de las caracter´ısticas del
animal del que proviene el suero. Dentro de las condiciones ambientales, la proporcio´n de
ox´ıgeno y dio´xido de carbono debe ser controlada. Para las ce´lulas adherentes las carac-
ter´ısticas del substrato son igualmente importantes.
Adema´s del vidrio, donde se cultivaron inicialmente las ce´lulas, se pueden realizar cultivos
en otras superficies cargadas, tales como metales y muchos pol´ımeros. En cualquier caso, es
poco probable que las ce´lulas se adhieran directamente a los substratos sino mas bien ocurre
que las ce´lulas secretan componentes de matriz que se adhieren al substrato y proporcionan
ligandos para la interaccio´n. En muchos casos las superficies se tratan con productos de
matriz extracelular, como el cola´geno IV, la fibronectina o la laminina, para promover la ad-
hesio´n. Para estudios particulares y determinadas aplicaciones, las ce´lulas pueden cultivarse
en matrices tridimensionales o “andamios” que var´ıan en composicio´n qu´ımica (cola´geno,
quitosano, pol´ımeros sinte´ticos, etc.), estructura (porosidad, distribucio´n y conectividad de
poros), propiedades f´ısicas (rigidez, elasticidad, conductividad, permeabilidad al agua) y en
la estabilidad.
A.1.2. Ciclo de crecimiento de una l´ınea celular
Cada vez que una l´ınea celular se subcultiva, crecera´ hasta alcanzar la densidad que
exist´ıa antes del pasaje o subcultivo. Este proceso se puede describir por medio de una curva
de crecimiento obtenida observando el cultivo en distintos estadios de crecimiento (Figura
A.3). Luego de sembrar las ce´lulas se observa un per´ıodo de induccio´n. Este puede durar 12
– 24 hs, y permite que las ce´lulas se recuperen del proceso de despegado (“tripsinizado”) del
substrato en el que se encontraban creciendo previo al pasaje. Adema´s, en este periodo las
ce´lulas secretan sustancias para favorecer la adhesio´n y expansio´n del citoplasma.
Luego las ce´lulas entran en una etapa de proliferacio´n exponencial: la poblacio´n se duplica
cada tiempo celular. Cuando la poblacio´n de ce´lulas alcanza a cubrir toda la superficie
del substrato, se “empaquetan” y comprimen ocupando ma´s eficientemente el espacio, y
la proliferacio´n disminuye y eventualmente salen del ciclo celular. Se observa entonces un
“plateau” en la curva de crecimiento. Algunas ce´lulas pueden diferenciarse en esta etapa
de crecimiento, otras simplemente dejan de proliferar. La densidad y concentracio´n celular
se incrementan. La primera afecta la forma de las ce´lulas, perturba las interacciones con el
entorno y concomitantemente se ven afectados los procesos de duplicacio´n y diferenciacio´n. El
incremento de concentracio´n celular se manifiesta en la disminucio´n de factores de crecimiento
y otras sustancias activas, induciendo en algunos caso la muerte celular.
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Figura A.3: Esquema de una curva de crecimiento t´ıpica. Se grafica el log del nu´mero
de ce´lulas por ml o cm2 en funcio´n del nu´mero de d´ıas de cultivo. Se indican la fase de
induccio´n, de crecimiento exponencial y el “plateau”, as´ı como el momento en que deber´ıa
realizarse un subcultivo. A partir de esta gra´fica puede calcularse el tiempo de duplicacio´n
promedio.
A.2. Algunas consideraciones fisicoqu´ımicas en rela-
cio´n a los sistemas biolo´gicos
Erwin Shro¨dinger sosten´ıa que los eventos espaciotemporales que tienen lugar alrededor
de los organismos vivos pod´ıan ser descriptos por la f´ısica y la qu´ımica [A.34]. Del mismo mo-
do que Roux, estudiando el a´ngulo de bifurcacio´n de las arterias y sus dia´metros, se convencio´
de que las leyes de la f´ısica determinan el desarrollo de los organismos y que la optimiza-
cio´n es inherente al desarrollo [A.10]. La unidad en la bioqu´ımica planteada por Kluyver y
Donker indica, de alguna manera, que todos los seres vivos esta´n sometidos a las reglas de
la estequiometr´ıa, la electroqu´ımica y la termodina´mica [A.35]. Parafraseando a Monod se
podr´ıa decir que cualquier cosa encontrada verdadera para las rocas deber´ıa serlo tambie´n
para los elefantes [A.36]. Por estos motivos se espera que diversos me´todos de ana´lisis, le-
yes, relaciones o ecuaciones pueden ser aplicados para describir tanto el comportamiento de
sistemas no vivos y vivos.
Probablemente el ejemplo ma´s simple sea la razo´n o nu´mero a´ureo. Esta razo´n esta´ pre-
sente en una variedad enorme de situaciones de diferentes escalas, como en el radio de Bohr,
el radio covalente y el radio io´nico de los a´tomos, las dimensiones de la doble he´lice de ADN,
en el ordenamiento de las semillas del girasol, en la concha espiralada de los caracoles, en las
proporciones del cuerpo humano, en los torbellinos y en las distancias interplanetarias [A.37].
Desde esta simple relacio´n a la expansio´n de la termodina´mica cla´sica para cubrir sistemas
fuera del equilibrio con comportamientos no lineales, como son los sistemas biolo´gicos, diver-
sos enfoques y modelos matema´ticos se aplicaron en la descripcio´n de los principios f´ısicos
de los procesos biolo´gicos [A.38]. Por ejemplo, el ana´lisis termodina´mico del crecimiento de
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tumores ha llevado a proponer terapias antica´ncer basadas en modificar la generacio´n de
entrop´ıa tumoral por fuera de los rangos que necesita el tumor para sobrevivir en un estado
estacionario [A.39].
A.2.1. Interacciones de la ce´lula con el substrato
Las interacciones de las ce´lulas con la matriz extracelular o con otras ce´lulas esta´n deter-
minadas por las mismas fuerzas presentes en las interacciones de cualquier macromole´cula
con su entorno [A.40]. De hecho, las sorprendentes propiedades adhesivas de ciertos ani-
males como los geckos que pueden trepar en un vidrio invertido, de las ranas arbor´ıcoras
que pueden escalar en a´rboles mojados, de los mejillones que pueden adherirse a superficies
so´lidas debajo del agua o de numerosos insectos como aran˜as y sus telas, hormigas y cuca-
rachas, pueden entenderse a trave´s de las mismas fuerzas [A.41]. Es todo una cuestio´n de
escala, y en u´ltima instancia son las membranas y receptores celulares los que interactu´an a
trave´s de fuerzas de Van der Waals, fuerzas electrosta´ticas y magne´ticas, uniones qu´ımicas
y entrelazamientos meca´nicos con el entorno [A.41, A.42]. Sin embargo, a pesar de que las
interacciones con el entorno son, en cierto modo, simples, estas desencadenan complejas cas-
cadas de sen˜alizacio´n en el interior celular que terminan definiendo tanto la adhesio´n como el
destino celular [A.43]. De hecho, los distintos tipos de ce´lulas presentes en el cuerpo humano,
al tener funciones muy diferentes, responden de manera distinta a los mismos est´ımulos. Por
ejemplo, las ce´lulas madre tienden a diferenciarse a ce´lulas adiposas en superficies blandas
o poco r´ıgidas y a osteocitos en superficies r´ıgidas [A.44].
La adhesio´n celular y los distintos procesos que ocurren en una ce´lula tienen diferentes
escalas espaciales (Figura A.4) y temporales (Figura A.5). La adhesio´n celular suele comenzar
a nivel molecular, cuando las integrinas se unen a su ligando (por ejemplo, el tripe´ptido RGD)
sobre la superficie celular, pasando de una conformacio´n de reposo (5 nm) a extendida (15-20
nm). Esta unio´n suele durar en promedio, 10 segundos. Si varias integrinas logran agruparse
en la misma zona de la membrana se desencadena un ensamblado molecular, en el que se
reclutara´n prote´ınas como Paxilina, Talina o Vinculina y llevara´n a madurar la adhesio´n
naciente (0.25 µm, en 1 minuto aproximadamente) a complejo focal (0.5 µ, en 10 minutos
aproximadamente) y este a adhesio´n focal, que tienen un taman˜o 1-5 µm. Estas adhesiones
focales se desensamblan y renuevan cada 20 minutos o pueden evolucionar a adhesiones
fibrilares (>5 µm) involucradas en la remodelacio´n de la matriz extracelular [A.42].
Las adhesiones focales esta´n asociados con filamentos de actina que forman parte del
citoesqueleto celular, el cual es capaz de sensar y responder frente a est´ımulos externos.
Estas fibras o filamentos de actina tienen taman˜os variables, dependiendo del taman˜o de la
ce´lula, pero en general tienen ma´s de 10 µm. El citoesqueleto de actina termina definiendo
el a´rea de expansio´n celular, la forma de la ce´lula y es de fundamental importancia en la
migracio´n, proliferacio´n y diferenciacio´n celular. Estos 3 u´ltimos procesos esta´n fuertemente
regulados por el ambiente o matriz extracelular y son dependientes de una correcta adhesio´n.
Si bien dependen de la l´ınea celular y las condiciones de cultivo, la velocidad de migracio´n
suele rondar en las de´cimas o micrones por minuto, la divisio´n es un proceso que demora
alrededor de 1 d´ıa y la diferenciacio´n 2-3 semanas. Adema´s, para la diferenciacio´n suele
ser necesario que mu´ltiples ce´lulas este´n formando agregados o colonias y que las ce´lulas
permanezcan adheridas a la superficie durante todo el tiempo de diferenciacio´n [A.42].
En las ce´lulas dependientes de anclaje no so´lo procesos como la migracio´n, la prolifera-
cio´n o la diferenciacio´n son seguidos so´lo despue´s de una correcta adhesio´n, sino que esta´n
programadas para morir mediante anoikis (del griego, “sin hogar”) cuando las interacciones
ce´lula-matriz extracelular no son las adecuadas. La anoikis juega un papel fundamental en
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Figura A.4: Esquema que muestra las distintas escalas espaciales del proceso de adhesio´n
celular. Adaptado de [A.42].
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Figura A.5: Esquema que muestra las distintas escalas temporales de los procesos celulares
como la adhesio´n, migracio´n, proliferacio´n y diferenciacio´n. Adaptado de [A.42].
el mantenimiento de la homeosteasis del tejido, y la adquisicio´n de resistencia a este proceso
es caracter´ıstica de las ce´lulas cancer´ıgenas metasta´ticas [A.45]. Hay numerosas propiedades
de la matriz extracelular o de los biomateriales que pueden determinar que las ce´lulas sean
capaces o incapaces de adherirse.
Prote´ınas adherentes
Dentro de las numerosas prote´ınas que conforman la compleja matriz extracelular algunas
tienen la funcio´n de modular la adhesio´n celular, como son la fibronectina, la vitronectina,
el cola´geno, la laminina o la fibrina [A.46]. Estas prote´ınas necesarias para la adhesio´n ya
sea in vivo o in vitro presentan motivos de aminoa´cidos, como la secuencia RGD (tripe´ptido
de arginina, glicina y a´cido aspa´rtico), capaces de unirse a integrinas y otros receptores
celulares [A.47]. Adema´s, deben estar ordenadas de tal forma que puedan dirigir la adhesio´n
celular e influyen en la forma que las ce´lulas sensan las propiedades meca´nicas del substrato.
A parte de los tipos de prote´ınas que se adsorben, de la cantidad y la conformacio´n, la fuerza
con la que estas se unen al substrato influye en la adhesio´n celular. Prote´ınas pobremente
adsorbidas determinara´n tambie´n una pobre adhesio´n [A.48].
Composicio´n qu´ımica superficial, polaridad, mojabilidad y potencial zeta
La composicio´n qu´ımica de una superficie determina la energ´ıa superficial, la polaridad,
la mojabilidad y el potencial zeta, y de alguna manera podr´ıa definir las interacciones entre
las ce´lulas y el material. Sin embargo, las ce´lulas no se adhieren directamente sobre las su-
perficies. La sangre, los fluidos corporales o las mismas ce´lulas secretan prote´ınas de matriz
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pro-adhesivas que se adsorben sobre el material y terminan mediando la adhesio´n celular.
En los cultivos in vitro es el suero que se le agrega al medio de cultivo el que aporta estas
prote´ınas [A.49]. Una composicio´n qu´ımica que favorezca la adsorcio´n de una cantidad y
conformacio´n adecuadas de prote´ınas puede favorecer la adhesio´n celular. En general, si la
superficie es muy hidrofo´bica (a´ngulo de contacto > 100◦) tiende a hacer que las prote´ınas
adsorbidas este´n desnaturalizadas y en un estado muy r´ıgido. De este modo puede ser que
los sitios espec´ıficos de interaccio´n con las integrinas (como los oligope´ptidos que contienen
RGD) este´n menos accesibles, evitando la adhesio´n celular. Por otro lado, superficies muy
hidrof´ılicas tienden a unir a las prote´ınas adhesivas mediante fuerzas muy de´biles, con lo
cual pueden desprenderse del substrato impidiendo la adhesio´n celular. Superficies de hi-
drofilicidad intermedia (a´ngulo de contacto entre 80-90◦) tienden a promover la adhesio´n
celular ya que favorecen la adhesio´n de prote´ınas en su conformacio´n nativa, en cantidades
adecuadas y en un modo flexible, de manera que las ce´lulas pueden reorganizarlas para ac-
ceder a sus grupos funcionales de adhesio´n con sus receptores. Adema´s, tienden a adherir
menos prote´ınas anti-adhesivas como la sero albu´mina bovina que suele adsorberse en mayor
cantidad en superficies no polares e hidrofo´bicas [A.49]. Sin embargo, los resultados suelen
variar de material en material y el a´ngulo de contacto o la energ´ıa superficial resultan malos
predictores de las respuestas biolo´gicas a los biomateriales [A.50]. Con el potencial zeta o
la carga superficial sucede algo similar, como las prote´ınas de matriz que median la adhe-
sio´n celular esta´n cargadas negativamente estas se adsorben preferentemente en superficies
positivas. Por eso las ce´lulas tienden a adherirse mejor sobre superficies positivas que sobre
superficies negativas [A.49].
Topograf´ıa del substrato
Hay una amplia variedad de caracter´ısticas topogra´ficas presente en la matriz extracelular
de los diferentes tejidos y o´rganos. Estas caracter´ısticas topogra´ficas actu´an como restriccio-
nes estructurales que alteran la forma de las interacciones ce´lula-matriz extracelular y llevan
a la reorganizacio´n de las adhesiones focales y del citoesqueleto de actina. De esta manera
la topograf´ıa afecta la adhesio´n, migracio´n, proliferacio´n y diferenciacio´n celular [A.42].
La superficie de un material puede presentar distintas rugosidades, dependiendo de la
escala en que se disen˜an las irregularidades de la superficie. La macro rugosidad esta´ ca-
racterizada por irregularidades de 100 µm o ma´s, mientras que la micro rugosidad presenta
irregularidades de entre 1 y 100 µm. La submicro rugosidad se manifiesta en un rango de
taman˜os que va de los 100 µm a 100 nm, y la nano rugosidad, a escala menores de 100 nm.
La macrorugosidad presenta irregularidades demasiado grandes para ser sensadas por las
ce´lulas, por lo que no afecta la adhesio´n celular. Los efectos de la microrugosidad suelen
ser ambiguos, en determinadas superficies pueden favorecer la adhesio´n celular y en otras
la impiden. La submicrorugosidad tambie´n presenta resultados ambiguos, pero en general
los efectos positivos/adhesivos prevalecen. La nanorugosidad, que puede asemejarse a la
“nano-arquitectura” natural de la matriz extracelular que esta´ organizada en nanofibras,
nanocristales y nanopliegues de las mole´culas presentes, suele favorecer la adhesio´n celular
[A.49]. Las situaciones pueden ser ma´s complejas, ya que diferentes escalas de rugosidad
pueden estar presentes formando estructuras jera´rquicas que afectan en forma conjunta la
adhesio´n celular [A.51]. La interaccio´n de las ce´lulas con el entorno no depende solamente del
valor de rugosidad, sino de las diferentes geometr´ıas, de la distribucio´n de las irregularidades
o “motivos” y de las prote´ınas adsorbidas, como la fibronectina, que median el efecto que la
nanotopograf´ıa ejerce sobre las ce´lulas [A.52, A.53].
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Rigidez del substrato
Los tejidos de un organismo poseen una gran diferencia de rigidez, desde l´ıquidos como la
sangre a so´lidos como el hueso. El mo´dulo ela´stico de los diferentes tejidos es variable: 0.1 a
1 Kpa para el cerebro, alrededor de 5 kPa para el tejido adiposo, 8 – 17 kPa para el mu´sculo
y 25 - 40 kPa para las fibras de cola´geno entrecruzadas o el hueso [A.54]. Por otro lado, las
ce´lulas son capaces de sensar la rigidez del substrato y responder en funcio´n de ella [A.55].
En las ce´lulas adheridas sobre un substrato r´ıgido (>10 kPa), la proporcio´n de integrinas
asociadas a prote´ınas adhesivas y la estabilidad del complejo focal esta´n incrementadas
debido a la tensio´n meca´nica, lo que permite la maduracio´n de las adhesiones nacientes
a adhesiones focales. La formacio´n de adhesiones focales maduras facilita el desarrollo de
las fibras de actina en el citoplasma. Por otro lado, en las ce´lulas adheridas a substratos
poco r´ıgidos o blandos (<10 kPa) los complejos focales son traccionados desde el interior
celular y se mueven con las deformaciones del substrato. Las ce´lulas responden de manera de
mantener una deformacio´n del substrato constante, dispersando el citoesqueleto de actina y
los complejos adhesivos, de modo de disminuir la tensio´n en el punto de adhesio´n [A.42]. Se
necesita un balance adecuado entre las fuerzas de traccio´n de las ce´lulas y la resistencia del
substrato a esas fuerzas para ensamblar adhesiones focales funcionales, para que se desarrolle
el citoesqueleto celular y para que la ce´lula pueda extenderse sobre la superficie. Por este
motivo los materiales demasiado blandos suelen ser anti-adherentes.
Adema´s de la adhesio´n, las propiedades meca´nicas del substrato regulan numerosos proce-
sos a nivel celular como la motilidad, la s´ıntesis de prote´ınas de matriz extracelular, la rigidez
celular o la proliferacio´n. Los efectos de la rigidez del substrato son fuertemente dependientes
de la l´ınea celular, de hecho las ce´lulas madres mesenquimales humanas muestran un com-
promiso neuroge´nico cuando se cultivan sobre substratos blandos, un compromiso mioge´nico
cuando se cultivan sobre un substrato de rigidez intermedia y un compromiso osteoge´nico
cuando se siembran sobre materiales muy r´ıgidos [A.56]. Una vez ma´s, como las adhesiones
focales se forman a partir de las interacciones de las integrinas con las prote´ınas adhesivas,
la forma en que estas u´ltimas se adsorben sobre la superficie juega un rol fundamental en la
manera en que las ce´lulas sensan la rigidez del substrato [A.48].
A.2.2. Movilidad celular: interacciones con la matriz extracelular
y feno´menos de transporte
La movilidad o migracio´n celular es uno de los procesos que pueden tener lugar luego
de la adhesio´n de las ce´lulas adherentes. La movilidad celular tiene un rol fundamental en
muchos procesos fisiolo´gicos, como la fecundacio´n, el desarrollo embrionario o la sanacio´n
de heridas, y patolo´gicos, como el crecimiento de tumores malignos y su meta´stasis [A.57].
Entender los diferentes aspectos de la movilidad de ce´lulas aisladas o la migracio´n de las
ce´lulas dentro de una colonia es de suma importancia no so´lo para comprender los aspectos
dina´micos de estos biosistemas, sino para el desarrollo de terapias que controlen la migracio´n,
por ejemplo, favorecie´ndola en el caso de la regeneracio´n de tejidos o inhibie´ndola en el caso
de la propagacio´n del ca´ncer [A.58, A.59].
La movilidad celular es un proceso complejo que comienza con la extensio´n de la membra-
na plasma´tica hacia un frente o “borde lider”. Estas protrusiones o lamelipodios son guiadas
por la polimerizacio´n de filamentos de actina del citoesqueleto y estabilizadas a trave´s de
las adhesiones focales que sirven como puntos de traccio´n utilizados por la ce´lula para mo-
verse. Finalmente, la disolucio´n de las adhesiones focales en la parte posterior de la ce´lula
y la contraccio´n de la membrana mediados por complejos de actina y miosina resulta en un
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Figura A.6: Esquema que muestra los distintos pasos de la movilidad celular. La ce´lula
extiende su membrana plasma´tica a trave´s de lamelipodios y forma nuevas adhesiones focales.
La disolucio´n de las adhesiones focales en la regio´n posterior de la ce´lula y la contraccio´n de
la membrana se traduce en un desplazamiento neto.
desplazamiento neto (Figura A.6) [A.60]. La motilidad celular es un proceso que termina de-
pendiendo del balance o relacio´n entre las fuerzas contra´ctiles, adhesivas y protrusivas [A.61].
Adema´s, existen numerosas mole´culas y mecanismos de sen˜alizacio´n que controlan la mo-
vilidad celular, como receptores adhesivos (integrinas), cadherinas, cateninas, sen˜alizacio´n
via tirosin quinasas o Rho GTPasas [A.62], que hacen que la migracio´n no dependa de las
ce´lulas individuales sino de las interacciones de estas con la matriz extracelular (MEC) y
con otras ce´lulas con las que concertan sus movimientos.
El hecho de que en muchas situaciones biolo´gicas las ce´lulas no se muevan como entidades
libres sino coordinando sus movimientos ha despertado el intere´s de expertos de la materia
condensada y la f´ısica estad´ıstica, ya que la migracio´n colectiva de las ce´lulas tiene muchas
semejanzas con las dina´micas de gases, l´ıquidos o vidrios. Adema´s, el cara´cter autopropulsa-
do de las ce´lulas y los complejos modos de interaccio´n entre ellas hacen que sus movimientos
colectivos tengan comportamientos ma´s variados y complejos que los de la materia inani-
mada [A.63]. Es por este motivo que a la migracio´n colectiva puede ser encarada desde un
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enfoque multidisciplinario, donde a las herramientas de la biolog´ıa se le suman aquellas de
la f´ısica, como la medida de campos de velocidades celulares, el mapeo de las fuerzas que las
ce´lulas ejercen sobre el substrato, la generacio´n de modelos matema´ticos o las simulaciones
computacionales [A.64].
Influencia del ambiente extracelular en la migracio´n celular
In vivo, la migracio´n celular tiene lugar en una amplia variedad de ambientes extrace-
lulares. Estos ambientes pueden tener distintos grados de confinamiento, pueden variar en
las propiedades meca´nicas, pueden tener diferentes caracter´ısticas bioqu´ımicas o topogra´fi-
cas y presentar gradientes de distintas propiedades biof´ısicas o factores solubles [A.65]. Para
agregar au´n ma´s complejidad, la forma en que las ce´lulas interpretan todos estos est´ımulos
y responden a ellos depende de su estado bioqu´ımico intr´ınseco, que a su vez var´ıa marca-
damente entre las distintas l´ıneas celulares [A.66].
Las ce´lulas migrando en condiciones fisiolo´gicas se encuentran con una gran variedad
de topograf´ıas y a menudo confinadas por la MEC o por otras ce´lulas. Las ce´lulas pueden
migrar en 1D sobre fibras o finas tiras de MEC, lo que reduce la expansio´n lateral de las
protrusiones de la membrana y lleva a la formacio´n de delgadas proyecciones con filamentos
paralelos de actina denominadas filopodios. Por otro lado, cuando se mueven en 2D pueden
generar prolongaciones planas de membrana llamados lamelipodios. Si las ce´lulas migran en
tubos o tu´neles tienden a migrar mediante la formacio´n de filopodios como lo hacen en 1D,
mientras que la migracio´n entre dos superficies planas es compatible con la generacio´n de
lamelipodios. Resulta interesante notar que si la ce´lula esta´ confinada entre dos superficies
no es posible que esta se despegue, por lo que se toleran altos niveles de fuerza contra´ctil
incluso si la adhesio´n al substrato es baja. En estos casos la adhesio´n y la presencia de
prote´ınas adhesivas pierde importancia [A.65]. Por otro lado, caracter´ısticas topogra´ficas
como “patterns” de sitios adhesivos, de crestas o de distintas figuras geome´tricas pueden
controlar la morfolog´ıa o asimetr´ıa celular y guiar as´ı la migracio´n de las ce´lulas [A.67, A.68].
Muchas ce´lulas pueden sensar la rigidez del substrato por un proceso denominado me-
canotransduccio´n. Si una ce´lula tiene ma´s de un punto de anclaje a un substrato r´ıgido, la
aplicacio´n de fuerza entre las fibras de estre´s puede llevar a una tensio´n isome´trica dentro
de la ce´lula (que por lo tanto va a estar estirada y quieta) o si algu´n punto de adhesio´n
se desprende o mueve resultara´ en una tensio´n asime´trica y en el movimiento celular. Si la
ce´lula tiene puntos de anclaje a un substrato blando, puede que esta ejerza ma´s fuerza que
la que el substrato pueda soportar y lo deforme. Las fuerzas ejercidas por las fibras en las
adhesiones mediadas por integrinas pueden conducir a cambios conformacionales en las pro-
te´ınas dentro de los complejos focales, y as´ı funcionar como una unidad de mecanosensado.
Adema´s, las ce´lulas tienen mecanismos para detectar cambios de rigidez locales, lo que les
permite migrar en gradientes de propiedades meca´nicas hacia las zonas ma´s r´ıgidas, en un
proceso llamado durotaxis [A.65].
A veces, el substrato para el movimiento de las ce´lulas no es la MEC sino otras ce´lulas, por
lo que las adhesiones ce´lula-ce´lula mediadas por cadherinas cobran singular importancia. Al
igual que las integrinas, las cadherinas pueden sensar las propiedades meca´nicas del entorno,
lo que facilita el movimiento en ambientes celulares. Las adhesiones ce´lula-ce´lula, adema´s,
son fundamentales para mantener la cohesio´n y transmitir las fuerzas en grupos de ce´lulas
migrando colectivamente [A.65].
A parte de las mencionadas, otras propiedades del ambiente extracelular, como la pre-
sencia de factores solubles, pueden afectar la movilidad celular. De hecho, luego de una
herida, las ce´lulas secretan una gran variedad de factores de crecimiento que inducen una
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ra´pida proliferacio´n y migracio´n celular [A.69]. Un gradiente de estos factores solubles puede
direccionar la movilidad celular por un proceso denominado quimiotaxis [A.70].
La f´ısica estad´ıstica y los feno´menos de transporte aplicados al estudio de la
movilidad celular
El estudio de la movilidad celular puede realizarse tanto sobre ce´lulas movie´ndose inde-
pendientemente unas de otras o en forma colectiva e incluso en la transicio´n entre ambas
situaciones [A.71]. Histo´ricamente se propuso que las ce´lulas procariotas y eucariotas, en
ausencia de gradientes o factores externos que rompan la simetr´ıa, se comportan como un
caminante aleatorio.
A medida que aumenta la densidad celular, las ce´lulas esta´n ma´s cerca unas de otras
y comienzan a interactuar coordinando sus direcciones y sentidos de movimiento. Esto se
ve reflejado en un aumento de la correlacio´n espacio-temporal de las ce´lulas y un aumento
en el comportamiento bal´ıstico de los movimientos [A.72]. La conducta cooperativa de las
ce´lulas determina la transicio´n de un sistema desordenado (poco denso) a uno ordenado
(denso) [A.71]. La evolucio´n y dina´mica de los movimientos celulares en una monocapa
confluente encuentra muchas semejanzas con las dina´micas de transicio´n v´ıtrea [A.73].
Si bien hay muchos me´todos para estudiar la migracio´n celular, los ensayos con cultivos
confluentes y frentes lineales de crecimiento (del estilo de corte y cerrado de herida) o fren-
tes radiales de crecimiento (colonias circulares) son de los ma´s utilizados [A.74]. El cerrado
de heridas o la expansio´n de colonias pueden ser descriptos matema´ticamente utilizando
ecuaciones de feno´menos de transporte, que se aplican y tanto a part´ıculas, especies qu´ımi-
cas en una reaccio´n o ce´lulas. De este modo, el cerrado de una herida o cubrimiento de la
superficie libre por parte de ce´lulas que se desplazan formando un frente lineal puede mode-
larse, por ejemplo, utilizando la ecuacio´n de Fisher-Kolmogorov, que describe la evolucio´n
espacio-temporal de la densidad celular como un sistema de reaccio´n-difusio´n. Esta ecuacio´n
involucra un coeficiente de difusio´n (relacionado a la velocidad de migracio´n celular) y una
tasa de proliferacio´n dependiente de efectos poblacionales para tener en cuenta la disminu-
cio´n de la tasa de proliferacio´n a medida que las ce´lulas alcanzan la confluencia (inhibicio´n
por contacto).
La movilidad celular tambie´n depende del tipo de ce´lulas. Por ejemplo, las ce´lulas me-
senquimales tienden a migrar menos colectivamente, ma´s ra´pido y de un modo ma´s bal´ıstico
que las ce´lulas epiteliales, lo que puede tener grandes implicancias en la invasio´n tumoral y
meta´stasis [A.75]. Adema´s, ciertos compuestos solubles como el factor trefoil o el factor de
crecimiento epide´rmico promueven el cerrado en un experimento de corte empleando ce´lulas
epiteliales, pero mientras que el primero lo hace favoreciendo el movimiento colectivo de la
monocapa de ce´lulas con pocos huecos internos, el segundo genera una red de ce´lulas de
forma fibrobla´stica con numerosos huecos [A.76].
La geometr´ıa del substrato o matriz y el nu´mero de dimensiones en que pueden despla-
zarse las ce´lulas tambie´n afecta la movilidad celular. Hemos visto que las ce´lulas individuales
tienen un movimiento aleatorio, pero esto es va´lido so´lo en 2D ya que los mecanismos de
migracio´n en las matrices 3D son distintos [A.77]. Esto resalta la importancia de estudiar la
movilidad celular en distintas condiciones.
Finalmente, es importante destacar que tambie´n pueden utilizarse simulaciones compu-
tacionales para estudiar la migracio´n celular y el crecimiento de colonias. En estas simula-
ciones pueden tenerse en cuenta distintas caracter´ısticas de las ce´lulas y el entorno, como la
deformabilidad celular, las interacciones meca´nicas entre las ce´lulas, la polarizacio´n celular,
la presencia de factores de crecimiento y quimiotaxis, y la presencia de patrones espaciales
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u obsta´culos en la superficie de los substratos.
A.2.3. Propagacio´n de interfaces biolo´gicas
Para estudiar el crecimiento de las colonias resulta necesario definir que´ para´metros van
a utilizarse para cuantificar la expansio´n del sistema. En el caso de los experimentos de corte
y cerrado de heridas uno de los para´metros ma´s utilizados es el de porcentaje de cobertura
del espacio libre o herida [A.78]. Si bien resulta en cierto modo ventajoso para el estudio de
casos en que las ce´lulas, por su forma y tipo de movimiento, se expanden generando agujeros,
esta´ limitado a experimentos en que dos frentes de ce´lulas deben encontrarse y no es u´til si
no quieren considerarse las ce´lulas que por algu´n motivo se han desprendido de la colonia.
Otra alternativa ser´ıa tomar como para´metro de crecimiento el nu´mero de ce´lulas en funcio´n
del tiempo. Esta resulta una medida directa de la capacidad de proliferacio´n de las ce´lulas,
pero como en distintas regiones de la colonia la densidad celular var´ıa, las ce´lulas tienen
distintos taman˜os y perdemos nocio´n de la dimensio´n del sistema [A.79]. Una tercera opcio´n
es medir el avance promedio de la interface entre las ce´lulas que conforman la colonia y el
ambiente extracelular, generalmente el medio de cultivo. Es una medida directa del taman˜o
o crecimiento del sistema y so´lo tiene en cuenta las ce´lulas que esta´n en contacto con la
colonia, pero resulta dif´ıcil de interpetrar cuando existen muchos agujeros [A.79].
El a´rea de cubrimiento en un experimento de corte y cerrado de herida avanza a velocidad
constante, del mismo modo que crece la altura promedio (< h >) de un frente lineal de
crecimiento [A.78]. Debido al elevado nu´mero de ce´lulas presentes en el seno de un cultivo
que ya alcanzo´ la confluencia y del pequen˜o taman˜o y forma no definida de las mismas,
evaluar la proliferacio´n celular por simple conteo puede resultar dificultoso. El caso de las
colonias circulares y los frentes radiales de crecimiento la situacio´n es algo ma´s compleja.
Partiendo de islas con un nu´mero pequen˜o de ce´lulas, alrededor de 10, se observa que mientras
el nu´mero de ce´lulas crece exponencialmente durante todo el intervalo de tiempo que es
posible contarlas, el radio promedio de la colonia (< R >) sufre una transicio´n desde un
crecimiento exponencial a uno a velocidad constante [A.79]. El radio al que se presenta
esta transicio´n para una l´ınea celular es aproximadamente constante y puede explicarse y
modelarse mediante la formacio´n de un anillo efectivo exterior de ce´lulas cuya duplicacio´n y
movimiento aporta a la expansio´n de la colonia y un nu´cleo denso en el que, si bien ocurren
duplicaciones, no aporta al crecimiento [A.80].
El crecimiento de las colonias celulares depende de numerosos factores que en la mayor´ıa
de las situaciones resulta muy dif´ıcil, sino imposible, distinguir. Sin embargo, siempre existe
un pequen˜o nu´mero de leyes ba´sicas que determina la morfolog´ıa y la dina´mica de crecimiento
de las colonias [A.81]. Uno de los procedimientos que se pueden aplicar para interpretar el
complejo proceso de propagacio´n de una colonia celular se basa en la aplicacio´n del ana´lisis
de escalado dina´mico (AED) en la propagacio´n de los frentes de las colonias [A.81, A.82].
Escalado dina´mico
Hemos visto que numerosos para´metros pueden utilizarse para describir el crecimiento
de una colonia. En los casos en que sea posible definir una interfase entre las membranas
plasma´ticas de las ce´lulas que conforman la colonia a estudiar (ya sea un tumor 3D in vivo
o una colonia 2D en una ca´psula de petri) y su entorno, el crecimiento de la interfase puede
describirse ba´sicamente con dos para´metros (Figura A.7):
a. La altura promedio de la superficie de la colonia, < h(t) > , definida como:
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Figura A.7: Gra´fico de la altura h en funcio´n de x de una interfase. Se muestran los
para´metros t´ıpicos < h(t) > y w(L,t) para distintos valores de l.
〈h(t)〉 = 1
L
L∑
x
h(x, t) (A.2)
donde h(x,t) es la altura h de la interfase en la posicio´n x al tiempo t y L es el ancho del
sistema.
b. El ancho de la interfase, w(L,t), que caracteriza la rugosidad de la superficie y se define
como la desviacio´n cuadra´tica media de las alturas:
w(L, t) = { 1
L
L∑
x
[h(x, t)− 〈h(t)〉]2}1/2 (A.3)
Entonces, para estudiar cuantitativamente el proceso de rugosado se mide la rugosidad
en funcio´n del tiempo. Por definicio´n, el crecimiento deber´ıa comenzar a partir de una
lınea horizontal por lo que la interfase a tiempo cero es una l´ınea y su rugosidad es cero
(sistema liso). El contorno de la colonia se va arrugosando a medida que pasa el tiempo.
En general, el comportamiento t´ıpico de w(L,t) en funcio´n de t presenta una transicio´n
a t = tsat entre los reg´ımenes de crecimiento (Figura A.8 a).
1. Inicialmente la rugosidad crece como una potencia de t,
w(L, t) ∝ tβ para t << tsat (A.4)
El exponente β, llamado exponente de crecimiento, caracteriza la dependencia temporal
del proceso de rugosado.
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Figura A.8: Evolucio´n de la rugosidad w en funcio´n del tiempo (a) y de la rugosidad de
saturacio´n wsat en funcio´n del taman˜o del sistema L (b). En la representacio´n de w en
funcio´n de t pueden diferenciarse los dos reg´ımenes caracter´ısticos: crecimiento como ley de
potencia de t de donde puede calcularse el exponente β, seguido de la invarianza en el valor
de w = wsat a partir de tsat. Con los valores de wsat para sistemas con 6= L se determina α.
2. El crecimiento de la rugosidad como ley de potencia no continu´a indefinidamente, sino
que es seguido de una saturacio´n (regio´n horizontal de la Figura A.8 a) en que se alcanza
una rugosidad de saturacio´n, wsat. A medida que L aumenta, wsat tambie´n aumenta y la
dependencia tambie´n sigue una ley de potencia (Figura A.8 b):
wsat(L) ∝ tα para t >> tsat (A.5)
El exponente de rugosidad α es el segundo exponente cr´ıtico y caracteriza la rugosidad
de la interfase saturada.
3. El tiempo de saturacio´n tsat al que la interfase cambia de re´gimen depende del taman˜o
del sistema segu´n la relacio´n:
tsat ∝ Lz (A.6)
donde z es el exponente dina´mico.
Los exponentes α, β y z no son independientes, sino que esta´n relacionados entre s´ı.
Adema´s presentan propiedades universales, esto es, son independientes de los detalles del
sistema y se encuentran determinados solamente por aspectos fısicos ba´sicos del mismo.
A partir de las relaciones (A.4-A.6) es posible reescalar y “colapsar” las curvas de w en
funcio´n del t obtenidas para distintos taman˜os del sistema L, como las que se muestran en
la figura A.9a.
I. si se grafica w(L,t)/w sat como funcio´n del tiempo, se obtienen curvas que saturan al
mismo valor de rugosidad, independientemente de L (Figura A.9b).
II. si se grafica la rugosidad del sistema como funcio´n de t/t sat se logra que las curvas
saturen al mismo tiempo caracter´ıstico (Figura A.9c).
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Figura A.9: Esquema del reescalado de datos de rugosidad para sistemas con distintos
taman˜os. En (a) se muestran curvas de rugosidad w en funcio´n del tiempo t para distintos
taman˜os de sistema. En el paso I se normaliza la rugosidad de las curvas por wsat y las
curvas se corren en la direccio´n vertical hasta el mismo valor de saturacio´n, pero lo hacen a
tiempos distintos (b). En el paso II se reescala el tiempo dividie´ndolo por tsat, que corresponde
al corrimiento horizontal de las curvas. De acuerdo a la relacio´n (A.6), las curvas ahora
saturan al mismo valor de abscisa, t/tsat, “colapsando” todas en una misma curva llamada
funcio´n de escalado (c).
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Estas observaciones sugieren que w(l,t)/w sat es funcio´n de t/t sat so´lo si:
w(L, t)
wsat(L)
∝ f( t
tsat
) (A.7)
donde u = t/t sat es el argumento de f(u), la denominada funcio´n de escalado.
Reemplazando w sat y t sat en la ecuacio´n A.7 por sus expresiones (ecuaciones A.5 y A.6),
se obtiene la relacio´n o hipo´tesis de escalado dina´mico de Family-Vicsek :
w(L, t) ∝ Lαf( t
Lz
) (A.8)
Dependiendo del argumento u, la funcio´n de escalado puede cumplir dos re´gimenes:
A. Para valores pequen˜os de u, la funcio´n de escalado aumenta como una ley de potencia:
f(u) ∝ uβ para u << 1 (A.9)
B. Cuando t → ∞ la rugosidad satura. La saturacio´n se obtiene para t >> t sat , es decir
que el argumento de la funcio´n de escalado u >> 1 y
f(u) = constante para u >> 1 (A.10)
En la figura A.8a podemos observar que si uno se acerca al punto de quiebre (tsat, wsat)
desde la izquierda, se encuentra de acuerdo a la ecuacio´n A.4 que w(tsat) ∝ tsatβ. Por otro
lado, si uno se acerca al mismo punto desde la derecha, se obtiene a partir de la ecuacio´n
A.5 que w(tsat) ∝ Lα. De estas relaciones se desprende que tsatβ ∝ Lα, y de acuerdo a la
ecuacio´n A.6:
z =
α
β
(A.11)
La ecuacio´n A.11, que relaciona los 3 exponentes y se denomina ley de escalado, es va´lida
para cualquier proceso que cumpla con la relacio´n de escalado A.8.
Modelos universales de crecimiento
La idea de que so´lo existen unos pocos factores o procesos esenciales que determinan
los exponentes que caracterizan la dina´mica de crecimiento de una interfase da origen al
concepto de modelo o clase universal [A.81, A.82]. Estas clases universales son descriptas
por ecuaciones diferenciales cont´ınuas que describen el crecimiento de h en funcio´n de t. La
forma ma´s sencilla de desarrollar las ecuaciones diferenciales que representan sistemas cada
vez ma´s complejos es ir agregando nuevos te´rminos que respondan a las nuevas variables o
procesos en juego. De esta manera pueden obtenerse distintas ecuaciones que describan la
variacio´n de la altura de la interfase unidimensional en funcio´n del tiempo (h(x,t)).
El sistema ma´s sencillo es aquel en que cada columna x crece de manera aleatoria e
independiente del resto. Esto puede representarse con un te´rmino η(x, t) que refleje
las fluctuaciones aleatorias del proceso de crecimiento. Si el proceso es completamente
aleatorio, la probabilidad de crecimiento de cada columna es la misma y entonces:
< η(x, t) >= 0 (A.12)
MARCO TEO´RICO Y ANTECEDENTES 36
Figura A.10: Esquema del efecto de la tensio´n superficial ν en la morfolog´ıa de la interfase.
La materia que forma la protrusio´n es redistribuida sin modificar la altura promedio
Esta clase universal se denomina deposicio´n aleatoria (DA) por el modelo que le dio´
origen, y su ecuacio´n diferencial es:
∂h(x, t)
∂t
= η(x, t) (A.13)
En la deposicio´n aleatoria la altura de cada columna es independiente de las dema´s,
es decir, no esta´n correlacionadas. Para describir sistemas en que las alturas de las
columnas no son independientes (interfases correlacionados) es necesario agregar un
te´rmino a la ecuacio´n aplicando reglas de simetr´ıa. La explicacio´n de este me´todo
excede a este trabajo de tesis, pero se encuentran detallada en [A.81, A.82]. La ecuacio´n
de Edwards-Wilkinson (EW) es lineal y es la ecuacio´n ma´s simple que describe las
fluctuaciones de una interfase en equilibrio:
∂h(x, t)
∂t
= ν∇2h+ η(x, t) (A.14)
El te´rmino η(x, t) incorpora el cara´cter estoca´stico del proceso de fluctuacio´n y no esta´
correlacionado. El te´rmino ν∇2h tiende a suavizar la interfase, por lo que el factor
ν se llama habitualmente tensio´n superficial. Este te´rmino produce el suavizado de
la interfase redistribuyendo la materia de las irregularidades sin modificar la altura
promedio (Figura A.10).
La primer extensio´n de la ecuacio´n de EW para incluir te´rminos no lineales fue pro-
puesta por Kardar, Parisi y Zhang (KPZ) [A.83]. El te´rmino no lineal de menor o´rden
es ∇h2, que agregado a la ecuacio´n de EW da origen a la ecuacio´n de KPZ:
∂h(x, t)
∂t
=
λ
2
∇h2 + ν∇2h+ η(x, t) (A.15)
Este te´rmino no lineal implica la presencia de crecimiento lateral o en direccio´n normal
“local” a la interfase(Figura A.11). A diferencia del te´rmino lineal, que reorganiza la
materia manteniendo < h > constante, el te´rmino no lineal aumenta < h > agregando
materia a la interfase (en caso de que λ > 0).
Estas ecuaciones definen 3 clases universales del escalado dina´mico: DA, EW y KPZ.
Cada una de estas clases tiene asociado un grupo de exponentes cr´ıticos en 1 dimensio´n, que
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Figura A.11: El crecimiento en direccio´n normal local a la interfase da origen al te´rmino no
lineal en la ecuacio´n de KPZ. Se muestra su efecto en la morfolog´ıa y < h > de la interfase.
Nombre Ecuacio´n Exponentes cr´ıticos
Deposicio´n aleatoria ∂h(x,t)
∂t
= η(x, t) α no definido; β = 1/2
Edwards-Wilkinson ∂h(x,t)
∂t
= ν∇2h+ η(x, t) α = 1/2 ; β = 1/4
Kardar-Parisi-Zhang ∂h(x,t)
∂t
= λ
2
∇h2 + ν∇2h+ η(x, t) α = 1/2 ; β = 1/3
Tabla A.1: Resumen de las clases universales presentadas, la ecuacio´n cont´ınua que las
representa y los exponentes cr´ıticos que las caracterizan.
se encuentran resumidos, junto con las ecuaciones matema´ticas que las representan, en la
tabla A.1.
Aparte de las mecionadas, existen algunas clases universales ma´s que escapan al alcance
de esta tesis. Adema´s, existen variantes de estas clases universales. En los casos hasta aca´
discutidos, las interfases se propagan en un medio homoge´neo y su rugosado depende en parte
del te´rmino η(x, t), que funciona como un ruido te´rmico. En estas interfases la aleatoridad
depende de las caracter´ısticas propias del sistema. Sin embargo, en la naturaleza, existen
numerosas superficies que se propagan en medios desordenados, como la interfase de un
l´ıquido que se propaga en una superficie porosa. En estos casos la velocidad y el rugosado de
la interfase son influenciadas por las inhomogeneidades del medio. La resistencia del medio
al avance de la interfase var´ıa punto a punto y se denomina ruido congelado porque no
cambia con el tiempo pero s´ı en el espacio. En un medio desordenado, la importancia del
ruido congelado es mayor a la del ruido te´rmico, que esta´ siempre presente. Por este motivo
el te´rmino η(x, t) puede ser reemplazado en la ecuacio´n de KPZ por un te´rmino de ruido
η(x, h), que es ahora funcio´n del lugar donde ocurre, dando or´ıgen a una variante denominada
ecuacio´n de KPZ con ruido congelado (QKPZ):
∂h(x, t)
∂t
=
λ
2
∇h2 + ν∇2h+ η(x, h) (A.16)
La rugosidad en estos sistemas aumenta con mayor velocidad, por lo que los exponentes
α y β tienen valores ma´s altos, en el rango 0.7 - 0.8 [A.81].
Aplicando el escalado dina´mico a frentes radiales o lineales de crecimiento de ce´lulas
normales o tumorales creciendo en medios convencionales se encontraron exponentes cr´ıticos
que coinciden con los de la ecuacio´n de KPZ. Esto indica que ma´s alla´ de las diferencias
bioqu´ımicas de las ce´lulas y de la geometr´ıa de las colonias, hay ciertos procesos o leyes
ba´sicas que determinan su dina´mica de crecimiento [A.84, A.79]. La dina´mica de crecimiento
de numerosos y variados sistemas, como la electroconveccio´n de cristales l´ıquidos [A.85],
la deposicio´n de part´ıculas esfe´ricas en los bordes de una gota [A.86], la laminacio´n de los
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estromatolitos [A.87], la electrodeposicio´n de metales [A.88], el crecimiento de una colonia
bacteriana [A.89], entre otros, puede interpretarse mediante la ecuacio´n de KPZ. Por otro
lado, el ana´lisis de colonias celulares propaga´ndose en medios con metil celulosa resulta en
exponentes que coinciden con los esperados para la ecuacio´n de QKPZ [A.90].
A.3. Algunas consideraciones de los biomateriales
La necesidad de controlar las condiciones del cultivo o crecimiento celular para hacer
estudios ma´s espec´ıficos o para determinadas aplicaciones en la medicina o la industria llevo´
a desarrollar nuevas te´cnicas de cultivo y nuevos materiales.
En la actualidad, una gran cantidad de nuevos materiales y recubrimientos se utilizan
con fines me´dicos, cient´ıficos o industriales. En la medicina se utilizan como implantes den-
tales, cardiovasculares y neuroquiru´rgicos, en la reparacio´n de juntas y fracturas o´seas, en
la ingenier´ıa de tejidos y medicina regenerativa, en la entrega selectiva de drogas y hasta
en medicina este´tica [A.91]. Tambie´n se utilizan nuevos materiales para diagno´sticos in situ
y ex situ con el fin de lograr detecciones tempranas y a bajo costo o como recubrimien-
tos de dispositivos para diagno´stico, como sondas endosco´picas [A.7, A.92]. En el estudio
de las interacciones ce´lula-matriz resultan interesantes los materiales biocompatibles cuyas
propiedades fisicoqu´ımicas y biolo´gicas puedan controlarse. Juegan un papel relevante para
indagar acerca de procesos como el ca´ncer o el desarrollo embrionario o para hacer estudios
mecan´ısticos y cribados a gran escala del efecto terapeu´tico o to´xico de drogas. La imitacio´n
de los sistemas naturales condujo a la generacio´n de nuevos materiales industriales como
sensores biomime´ticos o nuevos adhesivos sinte´ticos a partir del estudio y simulacio´n de los
mecanismos adhesivos de geckos y mejillones [A.7].
La matriz extracelular es una fuente de inspiracio´n en el desarrollo de nuevos materiales
utilizables en cultivo y estudio celular, en ingenier´ıa de tejidos y medicina regenerativa [A.93].
Esta matriz es un ambiente macromolecular complejo que rodea las ce´lulas en los tejidos y
o´rganos del cuerpo. La MEC no solo define las propiedades f´ısicas y estructurales de los
tejidos, sino que tambie´n actu´a como reservorio y conducto de numerosos reguladores de la
adhesio´n, proliferacio´n, migracio´n, diferenciacio´n, supervivencia y homeostasis celular [A.94].
La MEC interactu´a con las ce´lulas de una manera dina´mica y rec´ıproca: todos los tipos
de ce´lulas (epiteliales, fibrobla´stos, ce´lulas del sistema inmune, etc) sintetizan y secretan,
siguiendo determinados est´ımulos, diferentes macromole´culas que formara´n o modificara´n
la matriz, y esta u´ltima, a su vez, regula el comportamiento de estas ce´lulas. Esta matriz
es una estructura clave tanto en muchos procesos fisiolo´gicos (desarrollo de los tejidos y
homeostasis) como patolo´gicos (osteoporosis, ca´ncer) [A.95, A.96].
A continuacio´n se describen algunos de los numerosos materiales que se han desarrollado
con intencio´n de imitar la MEC de diferentes tejidos y aplicarlos al estudio celular o la
ingenier´ıa de tejidos.
Hidrogeles
Los hidrogeles son materiales blandos compuestos de redes polime´ricas hidrof´ılicas ca-
paces de absorber una gran cantidad de agua y flu´ıdos biolo´gicos sin disolverse. Tanto los
hidroge´les naturales (quitosano, a´cido hialuro´nico, alginato) como los sinte´ticos (polietilen-
glicol) son biocompatibles y pueden usarse como matrices ya que imitan muchos aspectos de
la MEC como proveer una estructura adecuada para que las ce´lulas se adhieran y desarro-
llen sus funciones. Los hidrogeles adema´s pueden cargar y entregar prote´ınas y factores de
crecimiento ante determinados est´ımulos.
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Los hidrogeles, especialmente los naturales, suelen ser demasiado blandos, lo que dificul-
ta la adhesio´n celular. Por este motivo suelen modificarse por te´cnicas de entrecruzamiento
de las cadenas polime´ricas, copolimerizacio´n o incorporacio´n de materiales de refuerzo (gra-
feno, nanopart´ıculas) para mejorar las propiedades meca´nicas. Los hidrogeles suelen tener
baja conductividad ele´ctrica, muchas veces necesaria para aplicaciones espec´ıficas en ciertas
ce´lulas como las card´ıacas o neuronas, lo que constituye una limitacio´n en el uso.
Adema´s de la biocompatibilidad y frecuente biodegradabilidad de los hidrogeles, son
capaces de responder a est´ımulos externos tales como la temperatura, el pH, la presencia de
glucosa o enzimas. De este modo es posible controlar el destino celular, lo que permite el uso
de hidrogeles para el disen˜o de materiales inteligentes [A.42].
Materiales autoensamblados
Los materiales autoensamblados son aquellos en que las mole´culas se organizan es-
ponta´neamente y sin control externo, debido a interacciones de tipo no covalente (puentes
de hidro´geno, interaccio´n hidrofo´bica, pi-pi, electrosta´ticas o de Van der Waals), originando
agregados ordenados espacial y temporalmente. El autoensamblado es un proceso ub´ıcuo
en la naturaleza y muchas estructuras biolo´gicas fundamentales y complejas se forman de
esta manera [A.97]. Debido a la naturaleza espec´ıfica, direccionable, modulable y reversible
de las interacciones presentes en los autoensamblados supramoleculares, estos ofrecen gran-
des ventajas para el disen˜o de biomateriales con propiedades meca´nicas, f´ısicas y biolo´gicas
definidas y ajustables [A.98].
Matrices autoensambladas pept´ıdicas
Los 20 aminoa´cidos, pueden generar una variedad enorme de pe´ptidos, que actu´an co-
mo precursores del autoensamblado de varios tipos de arquitecturas supramoleculares,
desde conformaciones en forma de alfa he´lice o beta plegada, estructuras tridimensio-
nales, nanotubos, nanofibras y nanoves´ıculas, y finalmente forman matrices fibrosas o
hidrogeles.
Las matrices pept´ıdicas, al derivar de aminoa´cidos naturales, presentan buena biocom-
patibilidad, una sencilla degradacio´n y presentan grupos funcionales que pueden ser
reconocidos por los sistemas biolo´gicos. Adema´s poseen una estructura similar a la de
la MEC natural y pueden ser disen˜adas y modificadas para tener taman˜os de poro
adecuados que permitan el intercambio de metabolitos, agua, ox´ıgeno y nutrientes. In-
cluso pueden variarse las propiedades meca´nicas, partiendo del principio que un mayor
contenido de aminoa´cidos hidrofo´bicos aumenta la rigidez del material. El hecho de
que respondan a est´ımulos externos como pH, temperatura y fuerza io´nica los vuelve
un material de intere´s en la ingenier´ıa de tejidos [A.42].
Matrices de pol´ımeros sinte´ticos autoensamblados
El autoensamblado polime´rico sigue un enfoque de abajo hacia arriba para crear na-
nofibras y generar matrices. En general los bloques de construccio´n son copolimeros en
bloque anfif´ılicos o pe´ptidos sinte´ticos similares al cola´geno o a la elastina. Estos blo-
ques se autoensamblan formando nanofibras con propiedades meca´nicas y estructurales
espec´ıficas recreando la arquitectura nanofibrosa de la MEC.
Las matrices generadas de esta manera tienen importantes caracter´ısticas como una
porosidad elevada y homoge´nea, una relacio´n alta del a´rea superficie al volu´men y bue-
nas propiedades meca´nicas. Adema´s se pueden incluir durante el ensamblado dominios
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bioactivos y bloques biofuncionales (ligandos de adhesio´n celular, sitios de unio´n a fac-
tores de crecimiento, dominios con susceptibilidad a degradacio´n por proteasas, etc)
para construir plataformas biomime´ticas de gran utilidad en la ingenier´ıa de tejidos y
la investigacio´n celular [A.42].
Matrices de autoensamblados de materiales h´ıbridos
Dadas las limitaciones de varios materiales, la utilizacio´n de sistemas h´ıbridos puede
beneficiarse de la combinacio´n adecuada de las propiedades de cada uno de los com-
ponentes. Se combinan pe´ptidos y polisaca´ridos sinte´ticos o naturales, ADN y hasta
materiales inorga´nicos a base de silicio, titanio, carbono o plata con el objetivo de
modular la biofuncionalidad, nanoestructura y propiedades meca´nicas de los sistemas
otorga´ndoles una gran versatilidad [A.99]. En general estos sistemas h´ıbridos pueden
fabricarse a partir de dos enfoques: el autoensamblado de capa por capa (CpC) y
el autoensamblado supramolecular.
La modificacio´n de superficies mediante la te´cnica de CpC provee un abordaje simple,
flexible y rentable para fabricar ensamblados de multicapas. Esta te´cnica permite la
fabricacio´n de nanoestructuras tridimensionales de espesor, composicio´n, estructura,
propiedades y funcionalidades definidas sobre todo tipo de substratos, otorga´ndole
una gran cantidad de aplicaciones. La gran variedad de bloques de construccio´n y
las distintas interacciones que pueden existir entre estos, permite generar una gran
cantidad de biointerfases autoensambladas.
El ensamblado supramolecular de materiales h´ıbridos puede seguir diversas rutas:
qu´ımica de sol-gel, como en el caso de las redes metaloorga´nicas; hibridizacio´n de
bloques de construccio´n de distinto origen; autoensamblado anfif´ılico o de pol´ımeros
asociados a polimerizaciones sol-gel [A.42].
Materiales de origen natural
Muchos biomateriales naturales poseen bioactividad intr´ınsica, tienen la posibilidad de
imitar algunas propiedades nativas de la MEC y suelen ser biodegradables y no to´xicos. Se
pueden obtener matrices a base de cola´geno, hidrogeles naturales, pe´ptidos autoensamblados,
a base de fosfato de calcio o matrices extracelulares descelularizadas.
Matrices a base de cola´geno
El cola´geno es la familia de prote´ınas ma´s abundante presente en la MEC de tejidos
humanos, donde actu´a formando redes altamente organizadas para proveer soporte
biomeca´nico y estructura. Se han identificado ma´s de 27 tipos de cola´geno de diferentes
funciones y estructuras, como el cola´geno tipo I que genera ordenamientos fibrilares de
gran rigidez o el cola´geno tipo IV que forma redes que suelen ser ma´s flexibles [A.42].
El cola´geno tipo I es uno de los ma´s utilizados por su abundancia, biocompatibilidad y
bioactividad. Al ser una de las prote´ınas mayoritarias de la MEC, el cola´geno favorece
la adhesio´n celular y puede ser remodelado por las ce´lulas, lo que favorece la inte-
gracio´n de los implantes. Adema´s los materiales a base de cola´geno pueden disen˜arse
para que dirijan el destino celular de varias maneras, por ejemplo, carga´ndolos con
factores de crecimiento. Segu´n la aplicacio´n que se desee, las matrices de cola´geno se
sintetizan como la´minas, esponjas, pastas inyectables o hidrogeles. El hecho de poder
ser remodelado por las ce´lulas puede resultar una desventaja ya que las matrices uti-
lizadas in vivo pueden ser degradadas muy ra´pidamente por las metaloproteinasas de
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matriz secretadas por las ce´lulas. Esta limitacio´n puede superarse mediante entrecruza-
do qu´ımico, tratamientos fotoqu´ımicos o generando materiales compuestos de cola´geno
con polietilenglicol o hidroxiapatita.
Varios cola´genos comerciales han sido aprobados para su uso cl´ınico en regeneracio´n
de tejidos, como rellenos de´rmicos y cubierta de u´lceras [A.42].
Matrices de hidrogeles naturales
Los hidrogeles naturales pueden ser prote´ınas como el cola´geno y la gelatina, tambie´n
polisaca´ridos como el quitosano o glicosaminoglicanos y otros derivados de la MEC de
tejidos animales.
Los polisaca´ridos naturales resultan biomateriales interesantes ya que adema´s de te-
ner propiedades biomeca´nicas y bioqu´ımicas similares a las de algunos componentes
de la MEC, presentan grupos reactivos que pueden ser utilizados para estrategias de
entrecruzamiento o para conjugacio´n con componentes bioactivos como pe´ptidos que
estimulen la adhesio´n o con factores de crecimiento. Dentro de los polisaca´ridos natu-
rales ma´s estudiados y utilizados se encuentran el quitosano, el a´cido hialoru´nico, el
condroit´ın sulfato y el hepara´n sulfato, cada uno con propiedades y aplicaciones dife-
rentes. Por ejemplo el quitosano tiene propiedades antimicrobianas, tiene propiedades
osteo-inductivas y puede combinarse con fosfato de calcio para generar matrices con
mejores propiedades meca´nicas. El a´cido hialuro´nico es condro-inductivo, el condroit´ın
sulfato es antiinflamatorio y el hepara´n sulfato puede regular la coagulacio´n. Adema´s,
los 3 favorecen la angioge´nesis) [A.42].
Matrices extracelulares descelularizadas
La descelularizacio´n implica la aplicacio´n de diversos tratamientos qu´ımicos, meca´nicos
y biolo´gicos con el fin de extraer los componentes celulares de los tejidos produciendo
la menor cantidad posible de cambios en la composicio´n y arquitectura de la MEC.
Como las MECs de diferentes tejidos tienen propiedades diferentes, los tratamientos
o procesos deben estar disen˜ados para cada tejido en particular. As´ı se ha logrado
descelularizar tejido card´ıaco, hepa´tico, pancrea´tico, renal, pulmonar y hasta placenta.
El objetivo de la descelularizacio´n es extraer los componentes antige´nicos que podr´ıan
iniciar una respuesta inmune, intentando preservar las propiedades bioqu´ımicas, bio-
meca´nicas y biof´ısicas de cada tejido en particular. Sin embargo esto no siempre es
posible ya que mientras las prote´ınas estructurales grandes como el cola´geno suelen
conservarse muy bien, los componentes ma´s solubles como glicosaminoglicanos, fibro-
nectina o laminina se pierden en gran cantidad. La ventaja de las matrices descelu-
larizadas es que los factores de crecimiento, citoquinas y otros mediadores biolo´gicos
presentes favorecen la adhesio´n, migracio´n y regeneracio´n celular. Adema´s son biode-
gradables [A.42].
Matrices a base de fosfato de calcio
Los andamios o matrices a base de fosfato de calcio pueden ser clasificados en fosfatos de
calcio cera´micos o cementos. Estos materiales son disen˜ados para imitar el componente natu-
ral mineral del hueso. El ma´s comu´n de los fosfatos de calcio cera´micos es la hidroxiapatita,
que se produce por varios me´todos que suelen tener como u´ltimo paso una sinterizacio´n a alta
temperatura. Por otro lado, los cementos suelen producirse combinando polvos conteniendo
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cantidades equimolares de trifosfato de calcio y bicalcio fosfato con una solucio´n acuosa de
cemento para formar una pasta.
Tanto los cementos como los cera´micos son biocompatibles, bioactivos, promueven la
adhesio´n celular y son osteo-inductivos. Propiedades como la rugosidad o carga de estos ma-
teriales pueden controlar el comportamiento celular. Adema´s puede controlarse la velocidad
de degradacio´n, por lo que otorga un mecanismo para la entrega local y selectiva de drogas o
factores de crecimiento. Una de las desventajas de los cera´micos es que se fabrican en bloques
o granulos, por lo que puede ser dif´ıcil darles forma, mientras que los cementos pueden ser
moldeados fa´cilmente. Por otro lado los cementos pueden desatar respuestas inflamatorias y
pueden desintegrarse en contacto con flu´ıdos biolo´gicos [A.42].
Materiales a base de nanotubos de carbono y grafeno
Los nanotubos de carbono (NTCs) y los grafenos, debido a sus importantes propiedades
ele´ctricas y meca´nicas y la posibilidad de ser modificados con distintas mole´culas mediante
uniones covalentes y no covalenes, resultan candidatos interesantes para ser usados como
substratos o aditivos en materiales destinados al cultivo celular o la ingenier´ıa de tejidos. Los
NTCs son cilindros nanome´tricos hechos de carbo´n, que pueden tener uno, dos o mu´ltiples
paredes conce´ntricas. Los grafenos son hojas monoato´micas de carbonos en configuracio´n
sp2 con importantes propiedades meca´nicas, alta conductividad te´rmica y electro´nica, y
gran estabilidad qu´ımica. Uno de los principales desaf´ıos que presentan estos materiales es
la citotoxicidad y citocompatibilidad, que es un tema de amplio debate.
Debido a la elevada conductividad ele´ctrica de los NTCs y el grafeno, ambos se han utili-
zado para estudiar propiedades de las neuronas y aumentar sus respuestas electrofisiolo´gicas.
Adema´s, generando h´ıbridos con otros materiales promueven una diferenciacio´n osteoge´nica
de las ce´lulas madre y se descubrio´ que pueden aumentar la adhesio´n y proliferacio´n de
osteoblastos y la deposicio´n de fosfato de calcio. La implementacio´n de NTCs y grafeno en
otros tejidos o tipos de ce´lulas como epiteliales, card´ıacas o de cart´ılago tambie´n esta´ siendo
estudiada [A.42].
Se pueden fabricar matrices para el cultivo y regeneracio´n celular a base de muchos otros
tipos de materiales aparte de los descriptos, como los cla´sicos implantes meta´licos [A.100],
pol´ımeros conductores, materiales nanofibrosos o magne´ticos [A.42].
A.3.1. Te´cnica de ensamblado capa por capa
La te´cnica de ensamblado capa por capa (CpC) es una metodolog´ıa simple, efecti-
va, flexible, relativamente econo´mica y versa´til que permite la modificacio´n de superficies y
la creacio´n de ensamblados moleculares con estructuras altamente controladas [A.99]. Esta
te´cnica no necesita equipamento sofisticado, ni una estequeometr´ıa precisa, ni reacciones
qu´ımicas complejas. El ensamblado se basa en la adsorcio´n secuencial de mole´culas multiva-
lentes complementarias que mediante distintos tipos de interacciones actu´an como bloques
de construccio´n para la fabricacio´n de multicapas. La te´cnica de CpC puede realizarse pra´cti-
camente sobre cualquier superficie por simple inmersio´n en las soluciones de los bloques de
construccio´n, por rotacio´n en un disco rotatorio o utilizando un atomizador [A.101].
El ensamblado puede realizarse sobre superficies 2D o sobre moldes ma´s complejos como
matrices 3D, part´ıculas esfe´ricas, fibras, tubos o incluso sobre virus o ce´lulas animales (Figura
A.12a). Esto permite generar diversas estructras como simples multicapas 2D, estructuras
con gradientes en sus propiedades fisicoqu´ımicas, membranas auto´nomas, superficies con
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Figura A.12: Esquema que muestra la versatilidad de la te´cnica de capa por capa, adaptado
de [A.99]. a) Substratos para el ensamblado. b) Estructuras que pueden generarse. c) Posibles
interacciones intermoleculares entre los bloques de construccio´n (d).
“patterns”, ca´psulas vac´ıas y hasta tejidos 3D (Figura A.12b). Las interacciones electrosta´ti-
cas entre policationes y polianiones suelen ser las ma´s utilizadas, dando lugar a multicapas
de polielectrolitos (MPEs). Sin embargo, el ensamblado de multicapas puede depender
de otros tipos de interacciones intermoleculares, como interacciones hidrofo´bicas, puentes de
hidro´geno, uniones covalentes o interacciones biolo´gicas espec´ıficas (Figura A.12c) [A.102].
Ya que el ensamblado no depende exclusivamente de las interacciones electrosta´ticas, las
multicapas pueden generarse utilizando diversos bloques de construccio´n. Pol´ımeros lineales
o ramificados, mole´culas de ADN, nanopart´ıculas, prote´ınas, antibio´ticos, membranas celu-
lares o nanotubos de carbono pueden utilizarse para disen˜ar y fabricar una enorme variedad
de estructuras distintas (Figura A.12d) [A.99].
La gran versatilidad de la te´cnica de CpC se debe a que permite el control preciso
en la nano/micro escala de las propiedades de las pel´ıculas ajustando los parame´tros del
ensamblado como: naturaleza de los bloques de construccio´n, su peso molecular y nu´mero de
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grupos funcionales; tiempo de adsorcio´n y lavado; pH, fuerza io´nica y polaridad del medio;
temperatura a que la se realiza el ensamblado; secado, agitacio´n o hasta la velocidad de
inmersio´n. Las caracter´ısticas de la pel´ıcula obtenida tambie´n dependen de las propiedades de
la superficie sobre la que se ensambla, como la rugosidad o la densidad de carga. Finalmente,
las propiedades de las multicapas pueden ajustarse luego del ensamblado, por ejemplo, a
trave´s de entrecruzamientos qu´ımicos, f´ısicos o io´nicos [A.99]. Todas estas caracter´ısticas
vuelven a la te´cnica de CpC en general y a las multicapas de polielectrolitos en particular
muy atractivas para el disen˜o y desarrollo de biomateriales con aplicaciones biome´dicas.
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Materiales y me´todos
B.1. Cultivo celular
En este apartado se describira´n brevemente las l´ıneas celulares empleadas, los medios y
condiciones de cultivo, los me´todos utilizados para obtener colonias de distintas geometr´ıas,
los ensayos de proliferacio´n celular y las tinciones.
B.1.1. L´ıneas celulares utilizadas
Hela
Las ce´lulas HeLa provienen de un adenocarcinoma de cervix de homo sapiens. Son ce´lulas
adherentes de morfolog´ıa epitelial, relativamente sencillas de cultivar en medios convenciona-
les. Fue la primer l´ınea celular humana establecida y son las ma´s populares [B.1]. Al poseer
el ADN del papillomavirus humano entra en la nivel de bioseguridad 2.
A549
Las ce´lulas A549 provienen de un carcinoma de pulmo´n humano. Son ce´lulas epiteliales
adherentes. Entran en el nivel de bioseguridad 1.
C2C12
Las ce´lulas C2C12 provienen de tejido muscular de rato´n sano (Mus musculus). Son
mioblastos adherentes con la capacidad de diferenciarse a miocitos. Entran en la clasificacio´n
de bioseguridad 1.
BHK
Las ce´lulas BHK son fibroblastos adherentes provenientes de rin˜o´n de hamster sano (Me-
socricetus auratus). Entran en la categor´ıa de bioseguridad 1.
Vero
Las ce´lulas Vero provienen del rin˜o´n de un mono verde africano (Cercopithecus aethiops)
sano. Son ce´lulas adherentes de morfolog´ıa epitelial. Entran en la clasificacio´n de bioseguridad
1.
MC3T3
Las ce´lulas MC3T3 provienen de hueso de rato´n (Mus musculus). Son preosteoblastos
adherentes de morfolog´ıa fibrobla´stica que tienen la capacidad de diferenciarse a osteoblastos.
Para los experimentos se utilizo´ la subl´ınea MC3T3-E1. Son de nivel de seguridad 1.
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B.1.2. Medios y condiciones de cultivo
El trabajo con cultivos celulares implica poder controlar que´ ce´lulas crecen en los ex-
perimentos y que´ ce´lulas no. Por este motivo es necesario contar con te´cnicas de trabajo
ase´pticas, con material (pipetas, “tips”, tubos, frascos, medios de cultivo, etc) este´ril y con
ciertos elementos que preserven las muestras de la contaminacio´n. La manipulacio´n de las
ce´lulas siempre se hace dentro de una cabina de flujo laminar. Esta cabina emplea motores
para forzar el paso de aire a trave´s de un filtro HEPA de modo de proporcionar aire limpio en
la zona de trabajo. Las estufas donde se incuban las ce´lulas, adema´s de generar las condicio-
nes de temperatura y atmo´sfera adecuadas para el crecimiento, tambie´n utilizan estos filtros
HEPA para evitar la contaminacio´n de las muestras que contienen. Todo el equipamento del
laboratorio de cultivo celular se limpia y desinfecta perio´dicamente.
Las ce´lulas se conservaron en un termo de N2 l´ıquido a -196
◦C en criotubos conteniendo
medio de cultivo con 10% de glicerina o dimetilsulfo´xido (DMSO, Sigma 4723301) este´ril. Se
descongelaron en ban˜o de agua a 37 ◦C y se colocaron en botellas de 25 cm2 (Greiner) con
medio de cultivo suplementado. Todas las l´ıneas celulares utilizadas se cultivaron en medio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640, Gibco) suplementado con 10% de Suero Fetal
Bovino (SFB, marca Gibco o, eventualmente, Natocor), 2 g L−1 de bicarbonato y 1% de
antibio´ticos (Antibio´tico-Antimico´tico, Gibco), a excepcio´n de las ce´lulas MC3T3-E1 que se
cultivaron en α-Minimum Essential Medium (α-MEM, Gibco) suplementado. Las ce´lulas se
incubaron en estufa de cultivo en condiciones esta´ndar: 37 ◦C y una atmo´sfera de 5% de
CO2 y 97% de humedad. Con el fin de mantener las condiciones de cultivo constante, la
mitad del medio de cultivo de las botellas o ca´psulas fue reemplazado por medio de cultivo
nuevo cada 2 d´ıas.
Cuando los cultivos alcanzaron el 70-80% de confluencia se repicaron. Este proceso con-
siste en levantar las ce´lulas de la monocapa y transferir un 15-20% de las ce´lulas a una nueva
botella, de manera de tener siempre el cultivo en fase exponencial. Las ce´lulas se separaron
de la superficie utilizando tripsina, una enzima proteol´ıtica capaz de degradar las prote´ınas
que unen a las ce´lulas con el substrato y entre s´ı. Para que las prote´ınas del SFB no inter-
fieran con la digestio´n enzima´tica, se retira el medio de cultivo de la botella y las ce´lulas
se lavan 2 veces con buffer PBS (NaCl 138 mM, KCl 3 mM, Na2HPO4 8,1 mM, KH2PO4
1.5 mM), una solucio´n de pH y fuerza io´nica fisiolo´gicos. Las ce´lulas se mantuvieron 10-15
repiques o pasajes luego de ser descongeladas, para evitar las modificaciones gene´ticas que
pudieran afectar los resultados. Luego se descongelo´ un nuevo vial. La viabilidad celular fue
evaluada rutinariamente utilizando el me´todo de exclusio´n de azul tripa´n.
B.1.3. Obtencio´n de colonias
La migracio´n celular y la expansio´n de los frentes de crecimiento de las colonias se estudio´
en geometr´ıas quasi-circulares y quasi-lineales.
Obtencio´n de colonias circulares
Las colonias con geometr´ıa quasi circular (CQR) se obtuvieron sembrando 1000-2000
ce´lulas en una ca´psula de Petri de 30 mm de dia´metro (Figura B.1a-c). Se dejo´ a las ce´lulas
adherir y crecer durante 4-5 d´ıas, formando colonias con distintos nu´meros de ce´lulas.
Tambie´n se obtuvieron colonias con geometr´ıa quasi circular, pero con mayor nu´mero de
ce´lulas dejando crecer las CQRs hasta que se formo´ un nu´cleo 3D de 250-300 µm de radio.
Luego, el cu´mulo de ce´lulas se removio´ cuidadosamente con una micropipeta y se lo transfirio´
a otra ca´psula de petri con medio de cultivo nuevo (Figura B.1d-e). De este modo, a partir
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Figura B.1: Esquema de la obtencio´n de colonias quasi-circulares con bajo (CQRs) y elevado
nu´mero de ce´lulas (CQR-Cs). Se realiza una siembra dilu´ıda en una ca´psula de petri (a,
b), y se deja incubar 4-5 d´ıas hasta la obtencio´n de pequen˜as colonias (c). Estas colonias
pueden incubarse ma´s tiempo hasta que se forme un nu´cleo 3D en su interior (d) que puede
ser transferido a una nueva ca´psula de petri para obtener las CQR-Cs (e). Las regiones
aumentadas en (c) y (e) muestran una CQR y CQR-C respectivamente.
de la resiembra de cu´mulos se obtuvieron colonias quasi circulares con un elevado nu´mero
de ce´lulas (CQR-Cs), N > 1000 ce´lulas.
Obtencio´n de colonias lineales
Para la preparacio´n de colonias con frente lineal de crecimiento (CQL) se realizo´ una
siembra de ce´lulas en una ca´psula de Petri enmascarada con cinta de Teflon R© (Figura B.2).
El procedimiento de enmascaramiento consistio´ en colocar en la regio´n central de la ca´psula
y de forma paralela dos cintas de Teflon de 1,1 cm de ancho y 100 µm de espesor separadas
4-5 mm. Luego del enmascaramiento, la ca´psula y las cintas se esterilizaron en UV durante
1 hora y posteriormente se sembraron 120000-150000 ce´lulas. El Teflon es inerte y no afecta
al comportamiento de las ce´lulas. Constituye una barrera f´ısica que impide que las ce´lulas
se adhieran al fondo de la ca´psula de Petri, de manera que las cintas as´ı colocadas delimitan
una regio´n ma´s o menos rectangular donde las ce´lulas se pueden adherir y crecer. Una vez
alcanzada la confluencia del cultivo en la regio´n libre, se retiro´ la ma´scara de Teflon para
obtener dos frentes con geometr´ıa lineal que avanzan en sentidos opuestos.
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Figura B.2: Esquema de la obtencio´n de colonias con geometr´ıa quasi-lineal (CQLs). Sobre
la ca´psula de petri (a) se colocan dos cintas de Teflon en forma paralela (b). Luego la ca´psula
y cintas se esterilizan por luz UV (c) y se realiza una siembra concentrada de ce´lulas (d).
A continuacio´n se incuban las ce´lulas hasta que este´n confluentes (e) y se retiran las cintas
de Teflon con una pinza este´ril (f). Las regiones aumentadas muestran el cultivo confluente
antes y despue´s de retirada la cinta el Teflon.
MATERIALES Y ME´TODOS 57
B.1.4. Observacio´n de las colonias, seguimiento de su crecimiento
y propagacio´n
Seguimiento ex situ de las colonias
El seguimiento del crecimiento de las colonias se realizo´ tomando fotograf´ıas usando una
ca´mara Nikon DS-Fi acoplada a un microscopio invertido de contraste de fases Nikon TS100,
con un objetivo de 10x ADL de campo plano CFI. La resolucio´n de las ima´genes fue de 1
µm = 2,1 p´ıxeles. Debido a que el campo del objetivo del microscopio es ma´s pequen˜o que el
taman˜o de las colonias, se debieron tomar varias fotograf´ıas que luego fueron compaginadas
para obtener la imagen completa de la colonia. El nu´mero de fotos necesarias para obtener
una imagen completa de las colonias de frente lineal oscilo´ entre 10 y 50, y para las colonias
circulares entre 1 y 30.
Las CQRs comienzan a seguirse a un t = t0, momento en que alcanzan el nu´mero de
ce´lulas deseado. Por otro lado, el momento en que se resiembra el cu´mulo en el caso de las
CQR-Cs o que se retira la ma´scara de Teflon en el caso de las CQLs constituye t0. En estos
tipos de colonia el seguimiento comienza 20-24 horas despue´s de t0 para evitar la influencia
del confinamiento. Cada colonia fue seguida en el tiempo hasta que entro´ en contacto con
otra colonia vecina, hecho que ocurr´ıa luego de 3 a 15 d´ıas, dependiendo del experimento.
Se tomaron ima´genes en intervalos de 4 – 24 horas durante 2 – 15 d´ıas, dependiendo del
experimento y de la velocidad de crecimiento de los frentes.
Seguimiento in situ de las colonias
Como se explico´ previamente, el seguimiento de las colonias se realizo´ tomando ima´genes
en la escala de las horas. El estudio de la movilidad celular, en cambio, requiere tomar
ima´genes en la escala de los minutos, haciendo poco pra´ctico sacar el cultivo de la estufa
con tanta frecuencia e intentar ubicar la misma posicio´n de la ca´psula para fotografiar. Para
poder estudiar la movilidad celular fue necesario disen˜ar un sistema de seguimiento in situ,
en el que las ce´lulas puedan crecer en las condiciones de temperatura y atmo´sfera adecuadas,
es decir, 37◦C de temperatura, pH 7,4 y condiciones asce´pticas, y que a la vez automatice la
adquisicio´n de ima´genes.
El sistema consiste en una cabina te´rmica, un sistema de observacio´n y adquisicio´n de
ima´genes (Figura B.3) y un sistema de gasificacio´n para el control del pH del medio de
cultivo.
Cabina te´rmica y adquisicio´n de ima´genes : para lograr un buen control de la temperatura
se debe lograr una buena aislacio´n te´rmica del sistema con el entorno. Con este fin, el
microscopio se coloco´ dentro de una caja de acr´ılico, un material relativamente sencillo de
limpiar (necesario para tener un ambiente asce´ptico), que a su vez fue colocada dentro de
una cabina de Polifan R© lo suficientemente grande para dejar una ca´mara de aire entre la
caja y la cabina. Sobre el microscopio se coloco´ una plancha de aluminio que hace de base
para una resistencia y que ayuda a distribuir el calor que esta genera a trave´s de un sistema
de ventiladores y tabiques para evitar movimientos bruscos de la atmo´sfera gaseosa. La
resistencia es controlada por un termostato electro´nico Novus N321 que fue seteado a 37◦C
y tiene una sensibilidad de 0.1 ◦C. El sensor del termostato, un termistor NTC, fue colocado
sobre la platina del microscopio, cerca del lugar donde se ubican las muestras.
Las ima´genes son obtenidas a partir de una ca´mara solidaria al microscopio que esta´ co-
nectada via un cable USB a una unidad controladora que se conecta a una computadora. Por
medio de un programa realizado en el laboratorio se controla el software provisto por Nikon
para que realice las tomas de las fotos en los intervalo de tiempo ∆t deseados, usualmente
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en el rango 5 ≤ ∆t ≤ 45 min. Un temporizador (Digital Twin Timer, SESTOS) se utilizo´
para controlar la alimentacio´n del microscopio, con el fin de que la la´mpara del mismo este´
so´lo encendida al momento de tomar la imagen. La iluminacio´n constante puede dan˜ar a las
ce´lulas y producir un aumento de la temperatura de la cabina.
Control del pH : La mayor parte de los medios de cultivo de ce´lulas animales mantienen
el pH en valores fisiolo´gicos utilizando un buffer de carbonato/bicarbonato, necesitando una
atmo´sfera de 5% de dio´xido de carbono para funcionar. Las estufas de cultivo convencio-
nales logran esta atmo´sfera inyectando dio´xido de carbono desde un tubo y regulando esta
inyeccio´n a trave´s de un sensor. En el sistema in situ disen˜ado, el pH fue controlado de tres
maneras.
I. Se empleo´ medio de cultivo convencional con buffer de bicarbonato. La ca´psula con las
ce´lulas se coloco´ en un recipiente con cierre herme´tico, que se coloco´ en la estufa de
cultivo durante 3 - 4 horas para saturar su atmo´sfera en dio´xido de carbono antes de
cerrarlo. Como el metabolismo de las ce´lulas no produce ni consume dio´xido de carbono
en grandes cantidades, un recipiente cerrado de este modo puede mantener la atmo´sfera
de dio´xido de carbono varios d´ıas.
II. La segunda alternativa fue usar un medio de cultivo dio´xido de carbono independiente,
como el RPMI CO2-Independent Medium (Gibco, Invitrogen Corp.), compatible con
la mayor´ıa de las l´ıneas celulares utilizadas.
III. Inyeccio´n de una mezcla gaseosa de dio´xido de carbono al 5% en aire, a trave´s de llaves
de entrada con humidificacio´n, esterilizacio´n y trampas de salida.
Eventualmente se utilizo´ el sistema de seguimiento comercial Cell Observer de Zeiss.
B.1.5. Ensayo de proliferacio´n de reduccio´n de metil tiazol tetra-
zolio
La proliferacio´n celular sobre distintas superficies se cuantifico´ mediante ensayos de re-
duccio´n metabo´lica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT; Sig-
ma M5655). Para esto, las pel´ıculas se fabricaron sobre cubreobjetos circulares de vidrio de
14 mm de dia´metro, se colocaron en una placa de 24 pocillos y esterilizaron con UV durante
1 hora en el flujo laminar. Posteriormente, se sembraron 2.5 x 104 ce´lulas contenidas en 1 mL
de medio de cultivo en cada uno de los pocillos y se incubaron a 37 ◦C, 5% CO2 y 97% de
humedad. Luego de 24, 48 y 72 horas de incubacio´n, se agregaron 80 µL de solucio´n de MTT
(5 mg mL−1 en PBS 10 mM) a cada pocillo e incubaron durante 3 horas a 37 ◦C. Pasado ese
tiempo el medio de cultivo se removio´ completamente y los productos de formaza´n fueron
solubilizados agregando 600 µL de dimetil sulfo´xido (DMSO; Sigma 4723301) a cada pocillo.
Se midio´ la absorbancia a 550 nm en un lector de placas (Genios pro) y la viabilidad fue
expresada como nu´mero de ce´lulas. Cada ensayo se realizo´ por triplicado y se determinaron
la media y el error esta´ndar para cada condicio´n.
B.1.6. Tinciones
Para estudiar la adhesio´n celular se llevo´ a cabo la tincio´n fluorescente de la vinculi-
na, actina y el nu´cleo, utilizando el “Actin Cytoskeleton and Focal Adhesion Staining Kit
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Figura B.3: Esquema del sistema de seguimiento in situ desarrollado en el laboratorio.
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(FAK100, Millipore)”, solucio´n de montaje anti-blanqueante (Millipore) y anticuerpo IgG-
FITC anti-rato´n (F0257, Sigma-Aldrich). La tincio´n se realizo´ siguiendo el protocolo indicado
por el fabricante en el “Actin Cytoskeleton and Focal Adhesion Staining Kit user manual”.
Las ce´lulas cultivadas sobre cubreobjetos se lavaron con una solucio´n al 0.05% de Tween-
20 (P9416, Sigma) en PBS y se fijaron con paraformalde´ıdo al 4%. Luego se lavaron con
PBS y permeabilizaron con una solucio´n al 0.1% de Triton X-100 (T8787, Sigma) en PBS
durante 5 minutos. Despue´s de un nuevo lavado, se aplico´ solucio´n de bloqueo, 1% BSA en
PBS durante 30 minutos. Luego, se agrego´ el anticuerpo antivinculina dilu´ıdo en solucio´n
de bloqueo y se incubo´ durante 1 hora, seguido de un lavado con PBS. A continuacio´n, el
anticuerpo IgG-FITC anti-rato´n dilu´ıdo en PBS se agrego´ a las muestras e incubo´ durante 1
hora. Para una doble tincio´n, la faloidina conjugada con TRITC se incubo´ simulta´neamente
con el anticuerpo secundario IgG-FITC anti-rato´n. Despue´s del lavado, la contratincio´n del
nu´cleo se realizo´ con 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) durante 5 minutos. Las muestras lava-
das en PBS se montaron en un portaobjetos utilizando solucio´n de montaje anti-blanqueante.
Las ce´lulas as´ı ten˜idas se observaron utilizando un Microscopio Confocal de Barrido La´ser
(Carl-Zeiss LSM 10 META) o un microscopio de epifluorescencia (Olympus IX 50).
La proliferacio´n celular se estudio´ utilizando el ant´ıgeno nuclear de poliferacio´n celular Ki-
67 (Dako). La inmunocitoqu´ımica se realizo´ utilizando el me´todo esta´ndar de estreptavidina-
biotina-peroxidasa utilizando el Dako Universal LSAB 2 kit/HRP.
B.1.7. Cultivo de bacterias
Se realizaron ensayos de adhesio´n bacteriana en algunos materiales utilizando las cepas
bacterianas E. coli, una enterobacteria Gram negativa, y S. aureus, una bacteria Gram
positiva. Las bacterias se cultivaron en caldo Luria utilizando un incubador a 37 ◦C con
agitacio´n constante a 200 rpm.
Los ensayos de adhesio´n consistieron en colocar las superficies a estudiar dentro de ca´psu-
las de Petri de 35 mm de dia´metro y agregar 2 mL de una suspensio´n de bacterias con 4 x 107
unidades formadoras de colonias (UFC) mL−1. Luego de incubar 2 horas a 37 ◦C sin agita-
cio´n, las superficies de lavaron suavemente con PBS para remover las bacterias no adheridas
y el nu´mero de aquellas que quedaron adheridas se evaluo´ mediante dos procedimientos:
I) Observacio´n directa en un microscopio con aumento de 200X luego de una tincio´n con
DAPI.
II) Removiendo las bacterias adheridas por inmersio´n de las superficies en tubos conte-
niendo 3 mL de PBS y sonicando durante 10 minutos. Luego, el nu´mero de UFC presente
en la suspensio´n se determino´ sembrando 100 µL de diferentes diluciones en placas de Pe-
tri con agar Luria y contando las UFC en la concentracio´n adecuada luego de 24 horas de
incubacio´n. En otro conjunto de experimentos, la concentracio´n de bacterias fue estimada
midiendo la dispersio´n de luz a 600 nm en un espectro´metro Jasco UV-visible.
Para cada condicio´n se realizaron 3 experimentos independientes, y se determinaron la
media y el error esta´ndar.
MATERIALES Y ME´TODOS 61
B.2. Modificaciones del medio de cultivo y superficies
B.2.1. Modificaciones del medio de cultivo: modificacio´n de la
reolog´ıa y agregado de agentes solubles con bioactividad
Modificacio´n de la reolog´ıa del medio de crecimiento
La reolog´ıa del medio de crecimiento se modifico´ agregando distintas concentraciones de
metilcelulosa (MC) al medio de cultivo. Para obtener estos medios modificados, ya sea soles
o geles, al medio RPMI 2X conteniendo 20% de SFB se le agrego´ solucio´n acuosa 5% de
MC (Sigma Aldrich, peso molecular aproximado 14000, nu´mero de cata´logo M7027) con una
viscosidad dina´mica de 250 cP y la cantidad adecuada de agua. El medio sin agregado de MC
tiene una viscosidad dina´mica de 1 cP, los soles con 0.5% y 1.0% de MC tienen viscosidades
de 2.0 y 4.6 cP respectivamente y el medio gelificado con 2.5% de MC tiene una viscosidad
de 22.6 cP.
Modificacio´n del medio de crecimiento mediante agentes solubles con bioactivi-
dad
Al medio RPMI suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB), 2 g L−1 de bicarbo-
nato y antibio´ticos se le agregaron distintas cantidades de Factor de Crecimiento Epide´rmico
(EGF, Life Technologies) con el fin de obtener concentraciones en el rango de 0 – 50 ng mL−1.
B.2.2. Modificacio´n de superficies: substratos microestructurados
y multicapas de polielectrolitos
Fabricacio´n de substratos microestructurados
Se fabricaron substratos microestructurados de 20 x 20 mm2 (ma´scaras) sobre una oblea
de silicio utilizando litograf´ıa-UV y grabado io´nico reactivo con una combinacio´n de SF6 y
C4F8. Cada ma´scara contiene microranuras con 5 per´ıodos de 20 x 4 mm
2 (Figura B.4a): g1
= 88 per´ıodos mm−1 (es decir, per´ıodos de 11,3 micras), g2 = 100 per´ıodos mm−1 (per´ıodos
de 10 micras), g3 = 150 per´ıodos mm−1 (per´ıodos de 6,6 micras), g4 = 191 per´ıodos mm−1
(per´ıodos de 5,2 micras) y g5 = 296 per´ıodos mm−1 (per´ıodos de 3,3 micras) [B.2]. La
profundidad de los valles es en todos los casos de 420 nm.
Las ma´scaras de silicio fueron usadas como moldes para la produccio´n de substratos de
poliestireno para el cultivo celular (Figuras B.4b-h y B.5). Se preparo´ una solucio´n de moldeo
disolviendo 2 g de poliestireno de una ca´psula de petri (Greiner) en 12 ml de cloroformo y
dejando en agitacio´n durante la noche [B.3]. Luego, los moldes de silicio se colocaron en una
ca´psula de petri de vidrio y se cubrieron con 700 µL de esta solucio´n. Se dejo´ evaporar el
cloroformo durante la noche y al otro d´ıa el molde y la re´plica se separaron con una pinza
luego de enfriarlos en el freezer a -80 ◦C por unos 45 segundos.
Para promover la adhesio´n celular, las re´plicas de poliestireno se trataron con a´cido
sulfu´rico durante 15 minutos [B.4]. Posteriormente, se lavaron en solucio´n de PBS, luego con
abundante agua bidestilada y finalmente se dejaron secar. Una vez secas, se pegaron a las
ca´psulas de petri utilizando pequen˜as cantidades de la solucio´n de moldeo. Antes de sembrar
las ce´lulas, las ca´psulas fueron esterilizadas con luz UV durante 1 hora en la cabina de flujo
laminar.
Los frentes lineales con distintos grados de inclinacio´n respecto a la orientacio´n de las
microranuras se obtuvieron colocando una cinta de Teflon de la manera indicada en la seccio´n
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Figura B.4: (a) Caracterizacio´n de las microranuras mediante microscop´ıa electro´nica de
barrido (SEM) y microscop´ıa de fuerza ato´mica (AFM). (b-h) Esquema de la obtencio´n de
re´plicas de poliestireno a partir de las ma´scaras de silicio. La solucio´n de moldeo se coloca
sobre las ma´scaras (b) y se deja evaporar el solvente durante la noche (c). La re´plica de
poliestireno se separa del molde coloca´ndola en el freezer (d). Posteriormente, la superficie
se trata con a´cido sulfu´rico para favorecer la adhesio´n celular (e) y lavada 3 veces en solucio´n
de PBS (f) y 3 veces en agua (g). Finalmente, las regiones de 20 x 4 mm2 con microranuras
de distintos per´ıodos se recortan para su colocacio´n en ca´psulas de petri (h).
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Figura B.5: Esquema de la obtencio´n de frentes lineales con distintos grados de inclinacio´n
respecto a las microranuras. La pel´ıcula de poliestireno conteniendo las microranuras se re-
corta y se pega al fondo de la ca´psula de Petri utilizando solucio´n de moldeo (a). A continua-
cio´n, se colocan dos cintas de Teflon paralelas de manera de fomar el a´ngulo de inclinacio´n
deseado respecto a las microranuras (b). La ca´psula de petri, la pel´ıcula de poliestireno con
las microranuras y las cintas de Teflon se esterilizan con luz UV (c) y luego se siembran
las ce´lulas (d). Los cultivos se incuban hasta alcanzar confluencia (e) y en ese momento se
retira la ma´scara de Teflon (g). En la figura se incluyen regiones de alta magnificacio´n y se
indica el a´ngulo formado entre una recta normal a la interfase y las microranuras.
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Figura B.6: Estructuras qu´ımicas de los policationes utilizados.
B.1.3 con diferentes a´ngulos respecto a las microranuras.
Ensamblado de multicapas de polielectrolitos
Se utilizaron los siguientes polielectrolitos: poli-L-lisina (PLL; PM ≈ 70–150 kDa, P4707),
poliestireno sulfonato so´dico (PSS; PM promedio ≈ 70 kDa, 243051), hidrocloruro de po-
lialilamina (PAH; PM promedio ≈ 58 kDa, 283223), polietilenimina ramificada (PEI; PM
promedio ≈ 25 kDa por LS, PM promedio ≈ 10 kDa por GPC, 408727), cloruro de poli-
dialildimetilamonio (PDADMAC; PM promedio ≈ 200–350 kDa, 409022), a´cido poliacr´ılico
(PAA; PM promedio ≈ 100 kDa, 523925), dextra´n sulfato so´dico de Leuconostoc spp. (Dex;
PM promedio ≈ 9–20 kDa, D6924) comprados de Sigma-Aldrich y alginato so´dico (Alg;
Cat. No. 17777-0050), quitosano (Chi; PM ≈ 100–300 kDa, Cat. No. 349051000), y a´cido
hialuro´nico (HA; PM ≈ 1500–2200 kDa, Cat. No. 251770010) adquiridos de Acros Orga-
nics. Las estructuras qu´ımicas de los policationes y polianiones utilizados se muestran en las
figuras B.6 y B.7, respectivamente.
Las soluciones de polielectrolito se prepararon con una concentracio´n de 1 mg mL−1 en
un buffer HEPES 10 mM y NaCl 150 mM, pH= 7.4 (con excepcio´n de la solucio´n de Chi,
y ocasionalmente la de HA, que fueron preparadas en un buffer Acetato/Ace´tico 10 mM
y NaCl 150 mM, y ajustadas a pH = 5.0) y filtradas a trave´s de un filtro de 0.45 µm. Se
seleccionaron estas condiciones de ensamblado para favorecer la estabilidad de las MPEs en
condiciones fisiolo´gicas.
El ensamblado de las multicapas de polielectrolitos (MPEs) se realizo´ por la te´cnica
de CpC empleando substratos de taman˜o adecuado. Para el cultivo celular se utilizaron
cubreobjetos de vidrio de 24 x 24 mm2. Los substratos se limpiaron por inmersio´n en solucio´n
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Figura B.7: Estructuras qu´ımicas de los polianiones utilizados.
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Figura B.8: Esquema del ensamblado de las multicapas de polielectrolitos mediante la te´cni-
ca de capa por capa. Los vidrios limpios se sumergen en la solucio´n de policatio´n durante 15
min, luego se lavan 3 veces con agua y se sumergen durante 15 minutos en la solucio´n de
polianio´n para depositar la segunda capa. A continuacio´n la superficie se lava nuevamente y
se sumerge en la solucio´n del policatio´n. El proceso se repite hasta depositar el nu´mero de
capas deseadas.
acuosa 10 mM de dodecilsulfato so´dico (SDS) durante 3 horas, enjuagados con agua destilada
y sumergidos posteriormente en solucio´n acuosa de HCl 0.1 M durante toda la noche y lavados
con abundante agua [B.5].
El ensamblado de los policationes y polianiones se realizo´ por inmersio´n manual de los
substratoss en las respectivas soluciones, durante 15 min a 24 ◦C (Figura B.8). Luego de la
deposicio´n de cada capa, las pel´ıculas se lavaron 3 veces en agua destilada. De este modo se
obtuvieron pel´ıculas de distinto nu´mero de capas, correspondiendo la primera y u´ltima capa
siempre a un policatio´n.
Para los ensayos de adhesio´n celular, las superficies modificadas se colocaron en ca´psulas
de Petri de 35 mm de dia´metro (Greiner) y se esterilizaron por UV durante 1 hora en la
cabina de flujo laminar, un proceso ampliamente utilizado para el que no se ha reportado
que produzca cambios en las propiedades de las MPEs [B.6].
Tratamiento te´rmico o recocido de las MPEs
Las MPEs fabricadas segu´n el procedimiento descripto en la seccio´n anterior (MPEs no
recocidas) se colocaron en ca´psulas de Petri, esterilizadas por UV durante 1 hora en el flujo
laminar y dejadas en una estufa a 37 ◦C. En aquellos casos en que se indique, el recocido se
realizo´ 55 ◦C o 80 ◦C durante 72 horas.
En algunos experimentos, mediante un sistema desarrollado en el laboratorio las MPEs
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Figura B.9: Esquema del sistema desarrollado en el laboratorio para generar gradientes de
temperatura.
se trataron con un gradiente de temperatura luego del ensamblado (Figura B.9). El sistema
consiste en dos cajas de acr´ılico que se conectan mediante mangueras, una a un termostato
y otra a un criostato. De este modo se logra que circule agua a alta temperatura (50 - 70
◦C) por una de las cajas y una mezcla de agua/etilenglicol a baja temperatura (-15 ◦C) por
la otra. Una de las caras de cada caja es una la´mina aluminio, a fin de tener una superficie
te´rmicamente conductora. Sobre ambas superficies de aluminio se coloca una la´mina de plata,
en la cual se establece el gradiente te´rmico. De este modo es posible obtener un gradiente
aproximadamente lineal que va de 50 a 0 ◦C, sobre el que se coloca el cubreobjetos con las
MPEs.
B.2.3. Caracterizacio´n de las multicapas de polielectrolitos
La caracterizacio´n de las superficies fabricadas es fundamental para poder interpretar los
distintos aspectos fenot´ıpicos de las ce´lulas en funcio´n de las propiedades del material donde
estas se siembran.
Microbalanza de cristal de cuarzo con monitoreo de disipacio´n
La microbalanza de cristal de cuarzo con monitoreo de disipacio´n (QCM-D, por sus siglas
en ingle´s) es una te´cnica altamente sensible capaz de detectar diferencias de masa en la escala
de los ng [B.7, B.8]. Su principio de funcionamiento se basa en los cambios que experimenta
la frecuencia de resonancia (F0) del cristal de cuarzo, un material piezoele´ctrico, al cambiar
su masa o la masa depositada sobre su superficie (Figura B.10a-c). El cristal o sensor de
cuarzo suele ser circular y se coloca entre dos electrodos meta´licos (Figura B.10a). Al aplicar
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Figura B.10: Microbalanza de cristal de cuarzo con monitoreo de disipacio´n. a) Sensor
t´ıpico con electrodos de oro. b) Aplicacio´n de corriente alterna al cristal de cuarzo. c) Cor-
tocircuito de la corriente alterna. d) Esquema de una capa r´ıgida (roja) depositada sobre el
cristal y posterior adsorcio´n de una capa viscoela´stica (verde). e) y f) oscilaciones del sensor.
Mientras se aplica un voltaje alterno (b), la frecuencia de oscilacio´n cambia al depositar ma´s
masa (e). Al apagar el voltaje alterno (c), la amplitud de la oscilacio´n disminuye (f). La
tasa de disminucio´n o Disipacio´n esta´ relacionada a la elasticidad o viscosidad de las capas
adsorbidas.
un campo ele´ctrico oscilante se induce una onda acu´stica que se propaga a trave´s del cristal y
lo hace oscilar (Figura B.10b). Cuando la frecuencia del voltaje oscilante aplicado es cercana
a la F0 del cristal en particular, se alcanza la condicio´n de resonancia. Esta suele estar en el
orden de los MHz y depende del espesor del cuarzo, a menor espesor del cristal mayor es F0.
La F0 t´ıpica de 5 MHz se corresponde con un espesor de ∼ 330 µm [B.8].
La ecuacio´n de Sauerbrey establece una relacio´n lineal entre el cambio de frecuencia (∆F)
y la masa adsorbida (∆m) sobre el cristal:
∆m =
C
n
∆F (B.1)
Donde n es el numero de harmo´nico y C ∼ -17.7 Hz ng cm−2 para un cristal de 5 MHz. La
ecuacio´n de Saurbrey es va´lida si se cumplen 3 condiciones. Primero, que la masa de material
adsorbida sea pequen˜a en relacio´n a la masa del cristal de cuarzo; segundo, que el material
adsorbidosea r´ıgido; tercero, que el material adsorbido se distribuya homoge´neamente sobre
la superficie del cristal. Muchas veces la pel´ıcula adsorbida no es r´ıgida y es necesario recurrir
a modelos ma´s complejos para relacionar cuantitativamente el cambio de frecuencia con la
masa depositada.
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Las pel´ıculas “blandas” o viscoela´sticas no se acoplan perfectamente con la oscilacio´n del
cristal y entonces la ecuacio´n de Sauerbrey estima por defecto la masa de material adsorbida.
Una pel´ıcula “blanda” amortigua la oscilacio´n del sensor de cuarzo. Esta amortiguacio´n o
disipacio´n (D) de la energ´ıa de oscilacio´n del sensor revela las propiedades viscoela´sticas de
la pel´ıcula [B.8].
D se define como:
D =
Ep
2πEa
(B.2)
Donde Ep es la energ´ıa perdida o disipada durante un ciclo de oscilacio´n y Ea es la energ´ıa
almacenada en el oscilador. La energ´ıa de disipacio´n se mide registrando las oscilaciones del
sensor desde su frecuencia de resonancia hasta el reposo, luego de cortar la corriente alterna
(Figura B.10 c y f).
La QCM-D es una te´cnica muy valiosa para estudiar en tiempo real ensamblados rea-
lizados con la te´cnica de capa por capa e interacciones de macromole´culas con superfi-
cies [B.8, B.9].
La deposicio´n de polielectrolitos se estudio´ mediante QCM-D utilizando un dispositivo
QCM-D E4 de Q-Sense. Las MPEs fueron ensambladas sobre sensores de cristal de cuarzo
recubiertos con 50 nm de SiO2 (5 MHz, Q-Sense). Las soluciones de polielectrolitos se hicieron
pasar por las ca´maras de los sensores con la ayuda de una bomba perista´ltica durante 10
– 15 minutos hasta la estabilizacio´n de la frecuencia. Luego de cada paso de deposicio´n se
realizo´ un lavado de 10 minutos con buffer HEPES o Acetato/Ace´tico segu´n corresponda. Los
experimentos se realizaron a 24 ◦C. Para estudiar la estabilidad en condiciones fisiolo´gicas
de las MPEs de Chi/HA ensambladas a pH = 5.0 se inyecto´ una solucio´n de buffer HEPES
10 mM y NaCl 150 mM, pH= 7.4 luego del ensamblado.
La QCM-D tambie´n se utilizo´ para estudiar la adsorcio´n de seroalbu´mina bovina (BSA;
A7906, Sigma) y fibronectina proveniente de plasma humano (FN; F1056, Sigma) sobre
las MPEs antes y despue´s del recocido te´rmico. Para esto se prepararon e inyectaron las
soluciones de prote´ına en buffer HEPES. La solucio´n de BSA tuvo una concentracio´n de 1
mg mL−1 y la de FN 0.05 mg mL−1.
Microscop´ıa de fuerza ato´mica
El microscopio de fuerza ato´mica (AFM) es una herramienta usual en el estudio de la
materia a micro-nano escala y puede utilizarse en distintas condiciones ambientales en aire,
l´ıquidos o incluso vac´ıo [B.10, B.11, B.12]. Un resorte con una constante ela´stica conocida
(kz) es comprimido por una fuerza de magnitud F. La compresio´n ∆z del resorte es una
medida directa de la F ejercida, la que en el re´gimen de deformacio´n ela´stica lineal obedece
la ley de Hooke:
F = kz∆z (B.3)
El “resorte” utilizado en el AFM es una micropalanca (o “cantilever”) flexible que posee
una rigidez de 0.01 a 50 N m−1 (Figura B.11a) [B.12]. Una punta muy afilada (con una
curvatura de unos pocos nano´metros de dia´metro) se adjunta a la micropalanca de manera
de poder medir la fuerza de interaccio´n entre la punta y la muestra a trave´s de la deflexio´n
de dicha micropalanca. La deteccio´n precisa de la deflexio´n de la micropalanca es clave en
un AFM. En general se utilizan me´todos de deteccio´n o´pticos. Con un sistema de deflexio´n
de haz de la´ser es posible medir flexiones de la micropalanca en el rango de 0.1 Angstrom
a unos pocos micro´metros, lo que se corresponde con una sensibilidad en la fuerza de 10−13
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Figura B.11: Esquema del principio de funcionamiento del AFM (a) y de sus modos de
trabajo (b-d). Modo contacto (b), modo de contacto intermitente (c), modo de espectroscop´ıa
de fuerzas ato´micas y curva fuerza-distancia (d). Adaptado de [B.10].
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N a 10−5 N. El rayo la´ser reflejado es detectado por un diodo de cuatro cuadrantes para
detectar los movimientos de flexio´n y torsio´n de la micropalanca. El esca´ner esta´ conectado
a un sistema de retroalimentacio´n y responde con movimientos en los ejes x, y, z.
Por razones de disen˜o y construccio´n, en el AFM la muestra es colocada sobre un piezo-
tubo que se desplaza en relacio´n a la punta, que permanece fija. Los movimientos en los ejes
x-y corresponden a movimientos a lo largo del a´rea superficial de la muestra. El movimiento
en el eje z responde al sistema de retroalimentacio´n segu´n el modo de toma de ima´genes que
se este´ utilizando:
En el modo contacto la punta de la sonda se encuentra siempre en contacto con la mues-
tra. En este modo la variable de control es la deflexio´n de la micropalanca (ana´logo
a la compresio´n o F ), que es mantenida constante por medio del circuito de retroali-
mentacio´n. Este modo permite generar ima´genes topogra´ficas de alta resolucio´n de la
superficie estudiada, sin embargo el contacto directo con la muestra puede dan˜arla y
llevar a la obtencio´n de ima´genes distorsionadas (Figura B.11b) [B.12].
El modo de contacto intermitente o “tapping mode” es utilizado para proteger la
integridad f´ısica de la punta y de las muestras, sobre todo aquellas que son blandas
como es el caso de las muestras biolo´gicas. En este modo la variable de control es
la amplitud y la micropalanca oscila con una frecuencia cercana a la de resonancia a
cierta distancia de la muestra manteniendo la amplitud constante. Al igual que en el
modo contacto, tambie´n genera ima´genes topogra´ficas, pero estas suelen ser de menor
resolucio´n vertical y mayor resolucio´n lateral (Figura B.11c) [B.11, B.12].
Adema´s de las ima´genes topogra´ficas, el AFM puede utilizarse en un modo de espec-
troscop´ıa de fuerzas ato´micas para medir fuerzas de interaccio´n y propiedades f´ısicas
de las muestras. En este modo, la deflexio´n de la micropalanca (o la fuerza) se regis-
tra en funcio´n de la distancia vertical de desplazamiento a medida que la punta se
acerca y aleja de la muestra. De esta manera se obtienen curvas fuerza-distancia (f-d)
que pueden ser analizadas para determinar propiedades meca´nicas de la muestra o la
interaccio´n de mole´culas biolo´gicas (Figura B.11d) [B.10].
La morfolog´ıa de las MPEs se obtuvo utilizando un Nanowizard II AFM (JPK, Berl´ın,
Alemania). Las pel´ıculas de MPEs preparadas sobre cubreobjetos de vidrio de 14 mm de
dia´metro se lavaron con agua nanopura y se dejaron secar al aire. Las ima´genes se adquirieron
en modo de contacto intermitente (“tapping mode”) con puntas TESP-V2 (Bruker, AFM
probes) con una constante de resorte de 40 N m−1 y con una frecuencia de resonancia en el
rango de 280 – 320 kHz.
Medidas de nanoindentacio´n mediante espectroscopias de fuerzas ato´micas
La elasticidad de las pel´ıculas se determino´ a partir de experimentos de nanoindentacio´n
realizados con un Nanowizard II AFM (JPK, Berl´ın, Alemania) en los que se obtuvieron
curvas de fuerza-distancia (f-d) en buffer HEPES 10 mM y NaCl 150 mM, pH= 7.4. Las
medidas se realizaron con una punta piramidal DNP-S10A (Bruker, AFM probes). La cons-
tante del resorte del “cantilever” o micropalanca se calibro´ con el me´todo del ruido te´rmico,
dando como resultado ∼ 0.540 N m−1. Se adquirieron 400 curvas f-d con un “setpoint” de
fuerza de 8 nN sobre un a´rea de muestreo de 10 x 10 µm2 y se analizaron 5 a´reas en distintos
lugares de cada pel´ıcula. Finalmente, los resultados se analizaron usando el programa JPK
SPM Data Processing. El mo´dulo ela´stico de Young (E) de cada pel´ıcula se evaluo´ mediante
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el ajuste de las curvas f-d al modelo de Hertz asumiendo un radio de Poisson de 0.40. Los
ana´lisis estad´ısticos asociados a los valores de E se realizaron con el programa OriginPro 8.0.
A´ngulo de contacto
La mojabilidad es la capacidad de un l´ıquido de extenderse y dejar una traza sobre
un so´lido [B.13]. Esta depende de las interacciones intermoleculares entre las mole´culas su-
perficiales de ambas sustancias. Las mediciones de a´ngulos de contacto son u´tiles para la
caracterizacio´n de las interacciones entre un l´ıquido y una superficie. Estas medidas son
confiables si la superficie es suave, homoge´nea y la gota no penetra en ella.
El a´ngulo de contacto (θ) depende de la tensio´n superficial del l´ıquido y de la energ´ıa
libre superficial del substrato [B.13]. El a´ngulo de contacto es aquel entre la interfase so´li-
do/l´ıquido y la interfase l´ıquido/vapor (L/V) y cuyo ve´rtice esta´ donde las tres interfases
se encuentran (Figura B.12a). La ecuacio´n de Young describe la dependencia de θ con las
fuerzas de adhesio´n y cohesio´n:
γSV = γSL + γLV cosθ (B.4)
Donde γSV , γSL y γLV corresponden a las tensiones interfaciales so´lido/vapor, so´lido/l´ıqui-
do y l´ıquido/vapor, respectivamente. Para el caso en que el l´ıquido sea agua, una superficie
con un θ > 90◦ se considera hidrofo´bica y una con un θ < 90◦ se considera hidrof´ılica (Figura
B.12b).
El a´ngulo de contacto θ puede medirse depositando una gota del l´ıquido (por ejemplo,
agua) sobre la superficie y haciendo una captura digital de la imagen utilizando un instru-
mento llamado gonio´metro.
La mojabilidad de las MPEs se determino´ en las muestras secadas al aire con un go-
nio´metro DSA 100 (Kruss company) o un Rame´-Hart 200 a temperatura ambiente (20 ◦C).
Se utilizo´ para la determinacio´n el a´ngulo tangente que se forma en una gota de agua sobre la
superficie de la MPE, cuyo ve´rtice es el punto en que se encuentran las 3 fases. Se utilizo´ un
volumen de gota constante de 3 µL y una velocidad de goteo de 500 µL min−1. Se realizaron
5 experimentos independientes para cada muestra y los perfiles de las gotas se registraron
y ajustaron utilizando los programas inclu´ıdos con los gonio´metros (DSA 3 y DROP Image
Advanced 2.2v).
Potencial Zeta
En una solucio´n io´nica, las part´ıculas en suspensio´n que tengan una carga neta estara´n
rodeadas por una capa de iones de carga opuesta unida fuertemente a sus superficies (Figura
B.13) [B.14]. Esta capa se denomina capa de Stern. Alrededor se genera una capa difusiva
con iones interactuando ma´s debilmente. Estas dos capas conforman la llamada doble capa
ele´ctrica. Cuando una part´ıcula se mueve (debido al movimiento Browniano o a la aplicacio´n
de una fuerza), hay una clara distincio´n entre el grupo de iones de la capa difusiva que se
mueve con la part´ıcula y el grupo de iones que permanecen dispersos en el seno de la solucio´n.
El potencial ele´ctrico en este plano de corte se denomina potencial zeta y esta´ relacionado a
la carga superficial de la part´ıcula (Figura B.13).
En las medidas de potencial zeta, un campo ele´ctrico se aplica sobre la muestra y el
movimiento de las part´ıculas (movilidad electrofore´tica) se mide mediante velocimetr´ıa de
laser doppler. Para calcular el potencial zeta (z ) se utiliza la ecuacio´n de Henry [B.14]:
Ue =
2εzf(κa)
3η
(B.5)
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Figura B.12: a) Esquema de la determinacio´n del a´ngulo de contacto θ. b) Gotas de agua
depositadas sobre substratos hidrofo´bicos e hidrof´ılicos y sus respectivos a´ngulos de contacto.
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Figura B.13: Esquema de una part´ıcula en suspensio´n y los iones que la rodean. El potencial
var´ıa en funcio´n de la distancia a la superficie de la part´ıcula. Adaptado de Wikimedia
Commons.
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Donde Ue es la movilidad electrofore´tica, ε es la constante diele´ctrica, η es la viscosidad
dina´mica del medio, f(κa) es la funcio´n de Henry y κa es una medida del radio de las part´ıcu-
las. Las part´ıculas con potencial zeta entre -10 y +10 mV se consideran apro´ximadamente
neutras, mientras que aquellas con potenciales menores a -30 mV o mayores a +30 mV se
consideran fuertemente anio´nicas o catio´nicas, respectivamente.
El potencial zeta de coloides recubiertos de MPEs se determino´ utilizando un Malvern
Zetasizer. Las medidas fueron realizadas en celdas capilares desechables a 25 ◦C aplicando
un voltaje de 40 V y se uso´ un modelo de ana´lisis monomodal. Las part´ıculas coloidales de
las muestras se diluyeron en buffer HEPES 10 mM y NaCl 150 mM (pH = 7.4) a una con-
centracio´n final de 0.1 mg mL−1 y se realizaron cinco repeticiones para cada determinacio´n.
Ensamblado de los polielectrolitos sobre coloides: para las medidas de potencial zeta se
ensamblaron las MPE sobre part´ıculas de SiO2 (3 µm de dia´metro). Las part´ıculas se resus-
pendieron en buffer HEPES 10 mM y NaCl 150 mM de pH= 7.4 (o buffer Acetato/Ace´tico
10 mM y NaCl 150 mM a pH=5.0 para el caso del Chi/HA) de manera de alcanzar una con-
centracio´n de 1 mg mL−1. A continuacio´n se centrifugaron, se descarto´ el sobrenadante y las
part´ıculas se resuspendieron en solucio´n de policatio´n 1 mg mL−1 e incubaron en ella durante
15 minutos. Seguidamente las part´ıculas se lavaron 3 veces por centrifugacio´n y resuspensio´n
en el buffer correspondiente, y despue´s los coloides se incubaron durante 15 minutos en la
solucio´n de polianio´n 1 mg mL−1. El procedimiento se repitio´ para la deposicio´n de cada
capa hasta llegar a un ensamblado de 15 capas.
Dicro´ısmo circular
Algunas mole´culas poseen asimetr´ıa molecular, es decir, sus ima´genes especulares no son
ide´nticas. La interaccio´n de estas mole´culas, denominadas quirales, con luz polarizada es
muy espec´ıfica y proporciona informacio´n estructural tanto de mole´culas pequen˜as como de
macromole´culas [B.15].
El dicro´ısmo circular es uno de los tipos de medicio´n comu´nmente utilizado para de-
terminar el efecto de la luz polarizada en una mole´cula quiral (Figura B.14) [B.15]. La luz
polarizada circularmente gira alrededor de la direccio´n de propagacio´n. Si el vector forma
una he´lice dextro´gira, es una luz polarizada circularmente a la derecha (Figura B.14c,d). Si
el vector forma una he´lice levo´gira, es una luz polarizada circularmente a la izquierda. Las
mole´culas quirales tienen ı´ndices de refraccio´n diferentes para la luz polarizada circularmente
a la derecha y para la luz polarizada circularmente a la izquierda. Es decir que los haces de
luz viajan a diferentes velocidades y son absorbidos en diferentes grados dependiendo de la
direccio´n en que gira la luz polarizada. Esto significa que los coeficientes de extincio´n molar
para la luz circularmente polarizada dextro´gira y levo´gira son diferentes, εD 6= εL. Este efecto
se llama DC. La absorbancia diferencial, ∆ε = εD−εL, entre la luz circularmente polarizada
a la derecha y a la izquierda se mide en funcio´n de la longitud de onda λ para obtener el
espectro de DC (Figura B.14e).
El DC permite estudiar los cambios conformacionales en la estructura de las macro-
mole´culas. Las prote´ınas en su conformacio´n nativa tienen espectros de DC caracter´ısticos y
los cambios en la curva del espectro as´ı como los cambios de los mı´nimos o ma´ximos proveen
informacio´n acerca de la conformacio´n de la prote´ına [B.15].
El espectro de dicro´ısmo circular (DC) de pel´ıculas secadas al aire se midio´ utilizando un
espectropolar´ımetro Jasco J-810. Las MPEs se ensamblaron sobre cubreobjetos de cuarzo
de alta calidad (Electron Microscopy Science) y se realizaron medidas antes y despue´s de
distintos tiempos de recocido.
Tambie´n se utilizaron medidas de DC para detectar cambios estructurales de SAB y FN
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Figura B.14: Esquema de los componentes del campo ele´ctrico no polarizado (a), luz pola-
rizada linealmente o plana (b). La luz se mueve a lo largo del eje Y. Para la luz polarizada
circularmente (c), la direccio´n de rotacio´n puede dirigirse en sentido de las manecillas del
reloj o en direccio´n contraria. Luz polarizada circularmente, a la izquierda (levo´gira) y de-
recha (dextro´gira), propaga´ndose en el espacio (d). Esquema de DC en el que se mide la
diferencia en absorcio´n (e). Adaptado de [B.15].
MATERIALES Y ME´TODOS 77
adsorbidas sobre las muestras. Las soluciones de prote´ınas en buffer HEPES se incubaron
durante 1 hora sobre pel´ıculas no recocidas y recocidas. Luego, las muestras fueron lavadas
con abundante agua y secadas al aire. Las medidas se realizaron en el rango de 300 a 190
nm y cada espectro se obtuvo por el promedio de 4-16 escaneos. El equipo se calibro´ con
(1R)(-)10 a´cido camforsulfo´nico y todas las medidas se realizaron a 24 ◦C.
Espectroscop´ıa de fotoelectrones emitidos por rayos X
La incidencia de un foto´n de energ´ıa hυ sobre los a´tomos presentes en la superficie de
una muestra produce, por efecto fotoele´ctrico, la emisio´n de fotoelectrones con una energ´ıa
de ligadura (EB) [B.16, B.17]:
EB = hυ − EK −W (B.6)
Donde hυ es la energ´ıa de los fotones, EK la energ´ıa cine´tica del fotoelectro´n producido
y W la funcio´n de trabajo del espectro´metro. La energ´ıa de ligadura es un para´metro que
identifica al electro´n de forma espec´ıfica, en te´rminos del elemento y del nivel ato´mico [B.17].
La te´cnica de XPS permite el ana´lisis cuantitativo y cualitativo de todos los elementos,
excepto el hidro´geno, mediante la obtencio´n de espectros de intensidad o cuentas en funcio´n
de EB. La posicio´n de los picos da informacio´n del elemento. La intensidad o altura de los
picos da informacio´n de los porcentajes ato´micos presentes en la superficie del material.
La EB de los picos asociados a la emisio´n de fotoelectrones esta´ muy bien definida y
permite diferenciar a´tomos no equivalentes del mismo elemento. Diferencias en el estado de
oxidacio´n, en las mole´culas que rodean al elemento o en la posicio´n de la red provocan cambios
apreciables (t´ıpicamente de entre 1-3 eV) en la EB llamado corrimientos qu´ımico [B.16].
A diferencia de los haces electro´nicos, el haz incidente de rayos X no puede focalizarse,
por lo que la resolucio´n lateral de la te´cnica de XPS es mala. En general el a´rea de ana´lisis
es de de 1 mm2.
La te´cnica de XPS necesita un ambiente de ultra alto vac´ıo para evitar choques inela´sticos
de los fotoelectrones, para garantizar el correcto funcionamiento del a´nodo y los filamentos
de rayos X y para evitar la contaminacio´n de la muestra. Por otro lado, la fuente de radiacio´n
debe emitir rayos X de manera de cubrir el rango de todos los elementos, con buena resolucio´n
e intensidad. La calibracio´n de las energ´ıas de ligadura debe realizarse perio´dicamente con
pel´ıculas de metal libres de contaminantes con posiciones de EB bien definidas [B.16].
La qu´ımica superficial de las MPEs con y sin recocido te´rmico se determino´ por XPS
empleando un espectro´metro SPECS SAGE HR 100. La fuente de rayos X empleada fue de
Mg Kα (1253.6 eV) que opera a 12.5 kV y 250 W. La medida se realizo´ con un a´ngulo entre
radiacio´n emitida y fotoelectrones emitidos fijado en 90◦ y a una presio´n de ≈ 10−6 Pa. Se
adquirio´ el espectro detallado para las regiones del C 1s y el N 1s.
Los espectros se analizaron con el programa CasaXPS 2.3 15dev87. El ana´lisis consistio´
en eliminacio´n de sate´lites, sustraccio´n de background o fondo de Shirley, calibracio´n de las
energ´ıas de enlace a trave´s del pico C-C de la l´ınea C 1s (285 eV) y ajuste de los picos con
perfiles de Gauss – Lorentz para determinar los porcentajes ato´micos y el estado qu´ımico de
los elementos presentes en la superficie.
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B.3. Procesamiento de ima´genes y ana´lisis de datos
B.3.1. Ana´lisis de las caracter´ısticas morfolo´gicas de colonias ce-
lulares y de las ce´lulas individuales
Colonias celulares
Las fotograf´ıas parciales de las colonias fueron compaginadas para obtener una imagen
completa de la colonia utilizando el programa Corel X3. Los perfiles de crecimiento de di-
chas colonias se trazaron a mano utilizando el mismo software y una tableta digitalizadora
Wacom. Se considero´ como parte del frente de crecimiento a todas las ce´lulas que estaban
en contacto con la colonia en estudio, ya sea mediante su citoplasma o prolongaciones fi-
lopo´dicas. Los contornos as´ı trazados fueron exportados como imagen de mapa de bits para
su procesamiento. Se utilizo´ un programa desarrollado en el laboratorio en lenguaje Fortran
95. El mismo permite calcular los para´metros asociados con la evolucio´n de los perfiles de
las colonias: la distancia de cada punto del contorno a la l´ınea de base (colonias con frente
lineal) o al centro de masa (colonias con frente circular), la altura o radio promedio y la
rugosidad del perfil de la colonia.
De los perfiles de las CQLs se calcula la distancia instanta´nea vertical, desde la l´ınea de
base hasta el i-e´simo punto del frente al tiempo t (hi(t)) (i=1, 2,...n) y la distancia o altura
promedio:
〈h〉 =∑
i
hi(t)/n (B.7)
Similarmente, para las CQRs se calcula el centro de masa (CM), la distancia instanta´nea
(Ri(t)) desde el centro de masa al i-e´simo punto del frente y el radio promedio de la colonia:
〈R〉 =∑
i
Ri(t)/n (B.8)
Para ambos tipos de frente se determina la rugosidad como la desviacio´n cuadra´tica
media de las alturas:
w(t) = { 1
n
∑
i
[hi(t)− 〈h〉]2}1/2 (B.9)
Ce´lulas individuales
Con el objetivo de estudiar la adhesio´n celular en distintas condiciones, las ce´lulas sem-
bradas se fotografiaron a distintos tiempos con un microscopio invertido de contraste de
fases Nikon TS100, con un objetivo de 10x ADL de campo plano CFI. La adhesio´n celular
se evaluo´ determinando el a´rea encerrada por el contorno de las ce´lulas, determinado ma-
nualmente usando una tableta graficadora Wacom y el programa Image Pro Plus 6.0, Media
Cybernetics Inc.
Otros para´metros como la relacio´n de aspecto (relacio´n entre el eje mayor y eje menor de
una elipse con a´rea equivalente a la de la ce´lula) y la redondez (cociente entre el cuadrado
del per´ımetro de la ce´lula y 4 x π x a´rea celular) tambie´n se utilizaron para caracterizar la
adhesio´n. Una relacio´n de aspecto cercana a 1 corresponde a una ce´lula redondeada (por ej,
ce´lula en duplicacio´n o despegada de la superficie), valores cercanos a 1.5 son t´ıpicos de ce´lulas
epiteliales y valores ma´s altos corresponden a ce´lulas con una morfolog´ıa ahusada como la
observada en los fibroblastos. Por otro lado, una redondez cercana a 1 indica ce´lulas lisas
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quasi circulares, mientras que valores de redondez mayores pueden indicar una morfolog´ıa
ahusada o un citoplasma rugoso con numerosos filopodios.
B.3.2. Ana´lisis de la movilidad celular
Seguimiento de las ce´lulas y obtencio´n de las trayectorias celulares
Con las fotograf´ıas obtenidas en los experimentos de seguimiento in situ se armaron
secuencias de ima´genes utilizando el programa Image Pro Plus 6.0, Media Cybernetics Inc. El
software permite seguir manualmente la trayectoria de ce´lulas seleccionadas y exportar luego
las coordenadas (Pj = pj(ti) = xj(ti), yj(ti), i = 1, 2, . . . n; Figura B.15). Por simplicidad y
conveniencia se designo´ a la posicio´n del nu´cleo celular como la posicio´n de la ce´lula y so´lo
se siguieron las trayectorias de las ce´lulas ubicadas en una regio´n del borde de la colonia
equivalente a 3 dia´metros celulares. Las trayectorias obtenidas de esta manera tienen menos
de un 10% de diferencia con trayectorias obtenidas a partir del centroide celular, calculado
a partir del dibujo manual de los contornos celulares. Para el caso de las trayectorias de
las ce´lulas provenientes de CQRs (Figura B.15a) se determino´ la posicio´n del CM a t0, la
distancia entre el CM y cada ce´lula (ri(t)) y el a´ngulo correspondiente (Θi(t)).
Las trayectorias obtenidas se usaron para calcular diversos para´metros de la movilidad
celular. La velocidad se calculo´ como:
〈Vi〉 = pj(ti+1)− pj(ti)
∆t
(B.10)
Tambie´n se evaluaron las componentes de velocidad paralelos (V par) y perpendiculares
(V per) al frente de la colonia dentro del intervalo 15 ≤ ∆t ≤ 45 min (Figura B.15b). Las
mismas trayectorias se obtuvieron para todos los ∆t, considerando los errores en la determi-
nacio´n de la posicio´n del nu´cleo.
El desplazamiento cuadra´tico medio (msd) se determino´ utilizando la siguiente ecuacio´n:
msd = 〈(xi(t0 +∆tR)− xi(t0))2 + (yi(t0 +∆tR)− yi(t0))2〉 (B.11)
donde t0 es el tiempo inicial del intervalo de registro (∆tR). Los datos obtenidos para
todos los valores de t0 y todas las trayectorias celulares se promediaron siguiendo referencias
bibliogra´ficas [B.18].
La dependencia del msd con ∆tR puede ser expresada con la ley de potencia:
msd ∝ ∆tbR (B.12)
donde el exponente b es 1 para un desplazamiento al azar y 2 para un movimiento
bal´ıstico [B.19].
Velocimetr´ıa por ana´lisis de ima´genes de part´ıculas
La movilidad celular tambie´n se estudio´ mediante velocimetr´ıa por ana´lisis de ima´genes de
part´ıculas (PIV) [B.20] usando el software PIVlab 1.35 [B.21] de MATLAB (The MathWorks,
Natick, MA). Esta te´cnica permite obtener a partir de secuencias de ima´genes el campo
de velocidades de flujos de manera instanta´nea y con alta resolucio´n espacial. La te´cnica
se basa en el ca´lculo de la correlacio´n entre ventanas en ima´genes sucesivas para deducir
desplazamientos locales. Tiene la ventaja de que permite analizar ra´pidamente todas las
partes de la colonia, algo impracticable con los seguimientos manuales.
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Figura B.15: Determinacio´n de la posicio´n de las ce´lulas en una CQR (a) y CQL (b).
La posicio´n de las ce´lulas en las CQRs se describio´ en funcio´n de la distancia al CM de la
colonia a t0 y el a´ngulo que forman con este (a). Los vectores de velocidad de las ce´lulas
pueden descomponerse en el componente perpendicular (V per, vector rojo) y el componente
paralelo (V par, vector azul). El componente perpendicular es aquel que forma un a´ngulo de
90 ◦ con respecto al frente de la colonia a t0 (y un a´ngulo de 0
◦ con respecto a la direccio´n de
avance del frente). El componente paralelo es aquel que forma un a´ngulo de 0 ◦ con respecto
al frente de la colonia a t0 (y un a´ngulo de 90
◦ con respecto a la direccio´n de avance del
frente).
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Los campos de velocidades se determinaron a partir de secuencias de ima´genes tomadas
cada ∆t = 15 minutos y analizadas con ventanas de interrogacio´n de 82 x 82 pixeles con
50% de superposicio´n. Para mejorar la calidad de los resultados obtenidos, las ima´genes
fueron pre-procesadas mediante ecualizacio´n adaptativa del histograma con contraste limi-
tado (CLAHE) [B.21]. Finalmente, los vectores obtenidos fueron validados, promediados y
suavizados para su posterior ana´lisis y presentacio´n como mapas vectoriales.
B.3.3. Ana´lisis cuantitativo de las adhesiones focales
El ana´lisis de los contactos focales de las ima´genes de inmunofluorescencia de vinculina se
realizo´ siguiendo el procedimiento indicado en [B.22]. Las ima´genes de inmunofluorescencia
tomadas con aumento de 400X se pasaron a formato de mapa de bits (16 bit de color) y
se procesaron usando el programa de dominio pu´blico ImageJ (desarrollado por “National
Institute of Health”) y los complementos Log3D y CLAHE. El protocolo consistio´ en:
1. Sustraccio´n de fondo utilizando un “sliding paraboloid” con un radio de 35 p´ıxeles.
2. Aumento del contraste de la imagen utilizando el complemento CLAHE con: taman˜o de
bloque = 19; intervalos de histograma = 256; pendiente ma´xima = 3.
3. El fondo se minimizo´ au´n ma´s utilizando el filtro exponencial (EXP).
4. Se aplico´ el filtro Log3D con para´metros de referencia: X = 2; Y = 2.
5. El brillo y el contraste se ajustaron automa´ticamente.
6. Se corrio´ el comando “threshold” ajustado en forma automa´tica. Este comando convierte
una ima´gen de escala de grises en una ima´gen binaria, es decir, en blanco y negro.
7. Se ejecuto´ el comando “analizar part´ıculas” con los para´metros: taman˜o = 50-infinito;
circularidad = 0.00-0.99.
Los resultados obtenidos se procesaron con planillas de ca´lculo y el programa OriginLab
8.0.
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Cap´ıtulo 1
Fenotipo celular y fenomenolog´ıa de
la propagacio´n de colonias en sistemas
multicelulares de distintas geometr´ıas
1.1. Introduccio´n
Los sistemas multicelulares pueden estudiarse en distintas escalas de espacio y tiempo
[1.1]. Esto es as´ı porque el crecimiento global de la colonia tiene lugar en la escala de los
d´ıas y los cientos de µm, la migracio´n celular tiene lugar en la escala de los minutos y unos
pocos µm y las interacciones de las ce´lulas con el substrato pueden estudiarse en la escala
de los segundos y los nano´metros. Si bien todos estos procesos pueden analizarse de forma
separada, un estudio del sistema en diferentes escalas permitir´ıa describir, modelar y predecir
como los cambios en las caracter´ısticas microsco´picas del sistema (por ejemplo la movilidad
celular) afectaran las caracter´ısticas macrosco´picas del mismo (por ejemplo, la propagacio´n
del frente de la colonia).
Este cap´ıtulo trata sobre la migracio´n celular en colonias de ce´lulas HeLa propaga´ndose
en 2 dimensiones. La migracio´n celular, que como hemos visto juega un papel importan-
te en muchos procesos fisiopatolo´gicos, tambie´n tiene un rol fundamental en la cine´tica de
propagacio´n de las colonias. Las ce´lulas interactu´an con sus vecinas y el entorno, y se mue-
ven cooperativamente generando anisotropias en la propagacio´n del frente de la colonia. Se
describen diferentes aspectos dina´micos de frentes de CQRs y CQLs bajo condiciones de
entorno constantes. Los mismos individuos que forman la colonia generan heterogeneidades
espacio-temporales que afectan a la movilidad celular y modifican el re´gimen de propagacio´n
de las colonias. Las heterogeneidades se presentan como efectos que van ma´s alla´ de la di-
versidad gene´tica y tienen origen en las interacciones f´ısicas que estimulan distintas sen˜ales
bioqu´ımicas que a la vez condicionan a las interacciones que le dan origen.
En este capitulo se describen las trayectorias celulares para CQRs con distintas poblacio-
nes celulares iniciales (N0) y CQLs. La velocidad de desplazamiento del frente de crecimiento
sigue un crecimiento exponencial para CQRs con N < 1000 ce´lulas y un crecimiento a ve-
locidad constante para N mayores. Por otro lado, las CQLs solo presentan el re´gimen de
crecimiento a velocidad constante. A partir de las trayectorias celulares se analiza la mo-
vilidad de las ce´lulas individuales y los efectos de “amontonamiento celular”, esto es, el
aumento local de la densidad en distintas escalas espaciales. Las caracter´ısticas de la movili-
dad celular se correlacionan con los re´gimenes de propagacio´n de las colonias. Estos efectos
de “amontonamiento” son ma´s importantes en las CQRs con poblaciones grandes (N >
1500 ce´lulas) y en las CQLs. La cuantificacio´n del desplazamiento cuadra´tico medio y los
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desplazamientos laterales, entre otras caracter´ısticas, indican que las movilidad celular pre-
senta contribuciones de desplazamientos aleatorios y movimientos altamente direccionales,
dependiendo de la distribucio´n de la densidad celular en la colonia. La contribucio´n re-
lativa de cada uno depende del nu´mero de ce´lulas, de las heterogeneidades locales de la
colonia y de la geometr´ıa de crecimiento. Resultan entonces trayectorias celulares sesgadas
que son compatibles con las predicciones del modelo de crecimiento de interfases propuesto
por Kardar-Parisi-Zhang (KPZ), que es de cara´cter general y se aplica a cualquier interfase,
sea de origen biolo´gico o inorga´nico. Este modelo de crecimiento que describe el avance del
frente de la colonia, al menos en cierto intervalo de tiempo y taman˜o, incluye un te´rmino no
lineal en la variacio´n de altura del frente que puede relacionarse con las caracter´ısticas de
las trayectorias celulares.
1.2. Resultados
1.2.1. Cine´tica de propagacio´n de colonias en 2D
Los aspectos dina´micos de la propagacio´n de las colonias comprenden varias escalas
espacio-temporales, dependiendo de los procesos observados: la cine´tica de duplicacio´n celular
y su contribucio´n al crecimiento de las colonias; la movilidad de cada ce´lula y el desarrollo
de la rugosidad de las colonias.
La constante de duplicacio´n celular promedio se determino´ siguiendo la evolucio´n de las
CQRs con poblaciones iniciales que cambiaron desde 4 ≤ N0 ≤ 100 a N ∼ 1000 ce´lulas en
apro´ximadamente 15 d´ıas (Figura 1.1). La cine´tica de crecimiento de estas colonias expresada
en te´rminos del nu´mero de ce´lulas en funcio´n del tiempo siguio´, durante todo el tiempo en
que fue posible contar el nu´mero de ce´lulas, una relacio´n exponencial:
N
N0
= e<kN>t (1.1)
donde < kN >, la constante promedio de primer orden, se relaciona con la inversa del
tiempo de duplicacio´n promedio < τD >:
< k >=
ln 2
< τD >
(1.2)
A partir de los gra´ficos de log (N/N0) en funcio´n de t (Figura 1.2) resulto´ que< kN >= 4.2
± 0.4 x 10−4 min−1 y entonces < τD > = 1660 ± 280 min. El tiempo de duplicacio´n promedio
de ce´lulas HeLa en un cultivo disgregado es de aproximadamente 1440 min [1.2, 1.3].
En te´rminos de < R > las CQRs con N0 < 1500 ce´lulas presentan un re´gimen de cre-
cimiento exponencial seguido de uno a velocidad promedio de desplazamiento del frente
(< V F >) constante. La fase exponencial tiene lugar desde t0 hasta el tiempo en que la
colonia alcanza un N ∼ 1500 ce´lulas, momento en el que puede observarse la transicio´n al
re´gimen de < V F > constante (Figura 1.1 y 1.3). El tiempo al que ocurre esta transicio´n
depende de N0 y se denomina tc. El < R > de la colonia cuando ocurre la transicio´n esta´ en
el rango 300 - 400 µm.
Por otro lado, es importante notar que tanto las CQRs con poblaciones iniciales grandes
(N0 > 1500 ce´lulas) como las CQLs alcanzan inmediatamente el re´gimen de velocidad cons-
tante con < V F > = 0.09 ± 0.05 µm min−1, y mantienen este valor al menos dentro de la
escala temporal de estos experimentos (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Crecimiento de una CQR de ce´lulas HeLa: a) t = 0 min; b) t = 5612 min; c)
t= 9220 min; d) t = 18130 min. Se incluye una regio´n aumentada del borde de la colonia
c). Pueden observarse dominios de ce´lulas en 3D (puntos gris oscuro o negros) en la regio´n
interior de la colonia d).
1.2.2. Cambios morfolo´gicos en las colonias
Las colonias en crecimiento mostraron una serie de caracter´ısticas morfolo´gicas que de-
pendieron de N. Las CQRs (4 ≤ N ≤ 500 ce´lulas) exhibieron inicialmente frentes bidi-
mensionales irregulares que tendieron progresivamente a formas quasi-circulares. Adema´s,
el taman˜o medio y forma de las ce´lulas permanecio´ pra´cticamente uniforme y las distancias
ce´lula-ce´lula promedio se mantuvieron significativamente ma´s grandes que para N grandes
o las CQL.
Por otro lado, para N > 1500 ce´lulas, a medida que se alcanzaba el regimen de < V F >
constante ocurrieron cambios en la distribucio´n de taman˜os y morfolog´ıa celulares dando
lugar a la aparicio´n de distintas heterogeneidades. De este modo, las distancias ce´lula-ce´lula
promedio disminuyeron yendo desde el borde exterior al interior de la colonia y se formaron
dominios de pequen˜as ce´lulas ordenadas. Numerosos eventos que ocurrieron en la escala de
las ce´lulas, como la proliferacio´n o muerte celular, o la formacio´n de grandes ce´lulas multi-
nucleadas por fusio´n o duplicacio´n del material gene´tico sin citocinesis (Figura 1.4), llevaron
a la aparicio´n de estas heterogeneidades. Adema´s, en la escala de la colonia, se observaron
dominios de ce´lulas alargadas que cambiaban su distribucio´n espacial en la colonia, la for-
macio´n de grupos celulares con caracter´ısticas morfolo´gicas definidas y con direccionalidades
preferenciales; otros grupos de ce´lulas se desprendieron de la colonia temporal o definitiva-
mente, y en las regiones ma´s internas de la colonia se observo´ la aparicio´n de dominios 3D
(Figura 1.1d). Todos estos eventos se pueden relacionar con los cambios en las caracter´ısti-
cas de la movilidad celular y en la transicio´n cine´tica observada en la propagacio´n de las
colonias [1.4, 1.5].
1.2.3. Evolucio´n de la densidad celular
Los cambios morfolo´gicos descriptos indujeron la formacio´n de dominios con distintas
densidades celulares. El nu´mero de ce´lulas por unidad de a´rea ρ dependio´ tanto de N como
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Figura 1.2: Evolucio´n de N y < R > en funcio´n del tiempo para CQRs de ce´lulas HeLa.
Log N y log < R > en funcio´n del tiempo, a) y b) respectivamente. Log N/N0 y log < R >
/ < R0 > en funcio´n del tiempo, c) y d) respectivamente. N0 y R0 corresponden al nu´mero
de ce´lulas y el radio promedio de la colonia a t = 0 min.
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Figura 1.3: Gra´fico de < R > en funcio´n de t para el crecimiento de CQRs de distintos N0
y R0. Pueden observarse los dos reg´ımenes cine´ticos de propagacio´n de las colonias y tc.
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Figura 1.4: Dominios de la colonia con distintas caracter´ısticas morfolo´gicas debido a di-
versos eventos: a) y b) la muerte celular da lugar a la generacio´n de espacios vac´ıos; c) y d)
duplicaciones celulares; e) y f) fusio´n celular; g), h) e i) dominios de ce´lulas alargadas que
presentan estructuras ordenadas.
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de la geometr´ıa de crecimiento de la colonia. Para CQRs con N0 < 100 ce´lulas, ρ aumento´
yendo desde el borde de la colonia hacia el centro y este gradiente se hizo ma´s pequen˜o al
disminuir < R > o t (Figura 1.5a). Por otra parte, para colonias con N > 1500 ce´lulas
(Figura 1.5b-c) el gradiente dentro de los 200 – 500 µm medidos desde el borde de la colonia
hacia adentro permanecio´ constante en el tiempo.
Para las CQLs a t bajos, los perfiles de densidad celular obtenidos a partir de una seccio´n
de 2000 µm del frente (Figura 1.5d) fluctuaron alrededor de un valor constante, y tendieron
a tener un gradiente similar a aquel obtenido para CQRs con N > 1500 ce´lulas. Desde el
inicio de estos experimentos, alrededor de 24 horas despue´s de que se removio´ la ma´scara de
Teflon, se obtuvo un perfil pra´cticamente estacionario de densidad celular.
Las restricciones impuestas por la geometr´ıa de crecimiento a t cortos se hicieron evidentes
al analizar los perfiles de densidad (Figura 1.5d). Los gradientes de densidad medidos entre
el borde de los frentes y 350 µm hacia adentro de estos arrojaron valores de (9 ± 1) x 10−6
ce´lulas µm−2 para las CQRs con 500 ≤ N ≤ 1500 ce´lulas, un valor mayor que los (2 ± 1)
x 10−6 ce´lulas µm−2 para las colonias con N > 1500 ce´lulas y los (4 ± 1) x 10−6 ce´lulas
µm−2 para las CQLs. En las colonias con poblaciones celulares grandes (N > 1500 ce´lulas),
la menor densidad celular en el borde (y por tanto mayor taman˜o celular) de las CQRs
respecto a las CQLs pone de manifiesto la influencia de la geometr´ıa y de la disponibilidad
de espacio libre para la propagacio´n de las colonias en las morfolog´ıas celulares.
1.2.4. Movilidad de las ce´lulas individuales
Trayectorias y datos de velocidad
Las trayectorias de las ce´lulas se obtuvieron por seguimiento manual (como se indica
en Materiales y Me´todos) en secuencias de ima´genes tomadas cada 30 min y permitieron
estudiar las caracter´ısticas de los movimientos celulares en las CQRs con diferentes valores
de N0 y en las CQLs (Figura 1.6). En las CQRs con poblaciones celulares bajas fue posible
obtener la trayectoria de todas las ce´lulas que la conformaban. En cambio, en las CQRs con
grandes poblaciones o en las CQLs, so´lo pudo seguirse un grupo representativo de ce´lulas,
sobre todo en el interior de las colonias donde la elevada densidad celular dificultaba el
seguimiento. En estos casos se obtuvieron todas las trayectorias de las ce´lulas cuyos nu´cleos
estaban como ma´ximo a 3 dia´metros celulares del borde de la colonia.
En las CQRs con poblaciones celulares grandes, las ce´lulas ubicadas en la capa ma´s ex-
terior de la colonia tuvieron trayectorias ma´s largas y direccionadas que aquellas ce´lulas en
colonias con valores bajos de N (Figura 1.6a). A su vez, en el borde de las CQLs, tanto las
ce´lulas “madres” como las ce´lulas “hijas” resultantes de 85 eventos de duplicacio´n mostraron
trayectorias tortuosas similares con un desplazamiento neto perpendicular al frente de cre-
cimiento (Figura 1.6 b, c y d). Muchas de las trayectorias mostraron movimientos laterales
significativos, persistieron en su direccio´n de movimiento durante 300 min y recorrieron 150
µm en ese intervalo de tiempo.
Debido a la imposibilidad de obtener en forma feasciente, de acuerdo a nuestras condicio-
nes experimentales, las trayectorias de todas las ce´lulas en colonias con poblaciones grandes,
resulta de intere´s conocer en que´ regiones de la colonia la movilidad juega un rol ma´s impor-
tante. Por este motivo se determino´ la velocidad celular individual promedio de las ce´lulas
ubicadas en dos regiones rectangulares de una CQL (Figura 1.7a-b): la regio´n I (290 x 450
µm−2) de alta ρ y la regio´n II (290 x 600 µm−2) de baja ρ. Las trayectorias analizadas se
obtuvieron en un intervalo de 12 h en el que el gradiente de densidad celular permanecio´
pra´cticamente constante. Cada regio´n fue dividida en a´reas contiguas ma´s pequen˜as de 290
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Figura 1.5: Perfiles de densidad desde el interior de la colonia hacia el borde de CQRs con
distintos N y CQLs.
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Figura 1.6: Trayectorias celulares individuales de CQRs a) y CQLs b) identificadas con di-
ferentes colores. Se incluyen las trayectorias de las ce´lulas “hijas”. La secuencia de ima´genes
utilizadas para obtener las trayectorias tiene un ∆t = 30 min y una duracio´n de 62 horas
a) o 66 horas b). Los frentes de las colonias a intervalos de 18 horas esta´n identificados
con escala de grises. Ima´genes iniciales de frentes de CQLs y las trayectorias de las ce´lulas
seleccionadas para su seguimiento c) y ce´lulas “hijas” d) seguidas durante 27 horas.
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x 75 µm−2 para evaluar las velocidades instanta´neas perpendiculares promedio < V per > y
ρ local.
El valor de < V per > en funcio´n de la distancia desde el borde de la colonia hacia el
centro de las regiones I (Figura 1.7c) y II (Figura 1.7d) mostro´ que las velocidades celulares
tienden a disminuir yendo desde el borde hacia el interior de la colonia, mientras que la ρ
tiende a aumentar. A distancias de 225-300 µm del borde de la colonia, dependiendo de la
densidad celular, los movimientos celulares se vuelven aleatorios y cortos, aportando poco
al avance del frente. Eso permite enfocar, en el caso de colonias con poblaciones grandes, el
ana´lisis de la movilidad a la regio´n del borde.
A partir de las trayectorias celulares evaluadas con un ∆t = 30 min para CQRs con
distintos < R0 > y CQLs se construyeron los histogramas de velocidades instanta´neas para-
lelas (V par) y perpendiculares (V per) (Figura 1.6). Las ce´lulas analizadas estaban ubicadas
inicialmente por dentro de una regio´n comprendida entre el borde de la colonia y 250 µm
hacia adentro, por lo que para las colonias pequen˜as se analizaron todas las ce´lulas y para las
ma´s grandes so´lo las de la regio´n del borde. En todos los casos, el ma´ximo de los histogramas
de V par y la media de los datos presentan, a pesar de las fluctuaciones, valores cercanos a
0. Por otro lado, los ma´ximos de los histogramas de V per y los valores promedios aumentan,
yendo desde CQR con < R0 > bajos y re´gimen exponencial hacia < R0 > grandes y re´gimen
de desplazamiento del frente a < V F > constante y CQLs, tendiendo a alcanzar un < V per >
constante. La dispersio´n de los datos de < V par > y de < V per > aumenta yendo desde
las CQRs con re´gimen de crecimiento cine´tico exponencial a las CQRs que se propagan a
< V F > constante. Es de notar adema´s, que la dispersio´n de las velocidades celulares de esta
u´ltima es mayor que la observada en ce´lulas de las CQLs.
La evolucio´n de la trayectoria que recorre cada ce´lula para ∆t = 30 min depende de su
direccionalidad (D/T) definida como el cociente entre la distancia entre la posicio´n inicial
y final de la ce´lula (D) y la trayectoria total (T). En estos casos ∆t es lo suficientemente
grande como para despreciar la influencia de las fluctuaciones de las membranas celulares en
las trayectorias. Los valores de direccionalidad pueden tomar valores en el rango 0 ≤ D/T
≤ 1, siendo 0 el valor de direccionalidad esperado para una caminata aleatoria (movimiento
cao´tico) y 1 para una trayectoria bal´ıstica (movimiento direccional).
Los histogramas de direccionalidad (Figura 1.9a-d) dependieron tanto del re´gimen de
crecimiento como de la geometr´ıa de la colonia. Los valores promedio (Figura 1.9e) de di-
reccionalidad se desplazaron hacia valores ma´s positivos a medida que aumento´ el taman˜o
de la colonia, obteniendo valores ma´ximos en las CQLs. La direccionalidad promedio fue de
0.35 para colonias con re´gimen exponencial de crecimiento y de 0.65 para frentes lineales. El
aumento de la direccionalidad promedio de las trayectorias celulares al pasar de CQR con
< R0 > = 108 µm a < R0 > = 200 µm fue de 45%, mientras que de < R0 > = 200 µm
a < R0 > = 590 µm fue del 15% y de esta u´ltima QRC a QLC fue so´lo de 10%. Estos
resultados indican que las trayectorias se vuelven ma´s direccionales o bal´ısticas yendo de d)
a a).
El ana´lisis de las trayectorias celulares individuales en la regio´n del borde de CQRs y
CQLs es u´til adema´s para interpretar las caracter´ısticas dina´micas en regiones pequen˜as
del frente o para analizar las contribuciones de los movimientos colectivos en el desarrollo
de protrusiones, lo que es de fundamental intere´s para entender co´mo es el crecimiento de
la interfase. Para esto, se siguieron las trayectorias celulares del borde de una CQR con N
grande durante 30 h (Figura 1.10).
Durante las primeras 11 h muchas trayectorias celulares tuvieron grandes desplazamientos
perpendiculares que contribuyeron a aumentar la altura de la protrusio´n (Figura 1.10a–c y
g), mientras que en las 19 h restantes el ancho de la protrusio´n aumento´ (Figura 1.10d-
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Figura 1.7: a) Regiones I (alta densidad celular) y II (baja densidad celular) de una CQL.
Se muestran las a´reas de 290 x 75 µm2 en que se dividieron. b) Densidad celular local en
funcio´n de la distancia al borde de la colonia para las a´reas delimitadas en a) a t = 0 y t =
12 horas. c) y d) Valores de < V per > de las ce´lulas ubicadas en las a´reas de las regiones I
y II en funcio´n de la distancia al borde de la colonia. Se incluyen los errores estandar. El
ANOVA (p = 0.05) fue utilizado para probar las diferencias en < V per > resultantes de las
a´reas de las regiones I y II.
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Figura 1.8: Histogramas de V par a)-d) y de V per e)-h) para CQRs de distintos < R0 > y
CQLs. Cada histograma contiene ma´s de 2500 datos provenientes de 3 experimentos distin-
tos. Se incluyen los valores promedio y sus respectivos errores estandar de V par i) y de V per
j) de los histogramas mostrados en a)-h). El ANOVA mostro´ diferencias significativas (p =
0.05) entre todos los valores de < V per > mientras que no se encontraron diferencias para
los valores de < V par >.
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Figura 1.9: a)-d) Histogramas de las direccionalidades celulares individuales (D/T) para
CQRs con distintos < R0 > y CQLs. e) Los valores de direccionalidad promedio y sus
respectivos errores esta´ndar esta´n indicados a la derecha de la figura. El ANOVA mostro´
diferencias significativas (p = 0.05) entre todas las medias.
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Figura 1.10: a)–f) Secuencia de ima´genes tomadas con intervalos de 360 min de una regio´n
del frente de una CQR (N > 1500 ce´lulas, < R0 > = 590 µm). Se observa la formacio´n
de una protrusio´n y su posterior ensanchamiento. g)–h) Trayectorias celulares de la regio´n
mostrada en a)–f) analizadas a intervalos de 30 min. g) Formacio´n de la protrusio´n: las
trayectorias celulares seguidas durante 11 horas se corresponden a las ima´genes a)–c). h)
Ensanchamiento de la protrusio´n: las trayectorias celulares seguidas durante 19 horas se
corresponden a las ima´genes d)–f). La escala de grises en g) y h) indica el borde de la
colonia a t = 0, 360 y 1080 minutos, respectivamente. Las ce´lulas presentan desplazamientos
laterales netos durante el ensanchamiento.
f) a expensas de ce´lulas preexistentes o nuevas con trayectorias sumamente sesgadas con
importantes contribuciones laterales (Figura 1.10h). Algunas pocas ce´lulas tuvieron poca
persistencia y se desplazaron en direccio´n opuesta a la del avance del frente.
Desplazamientos cuadra´ticos medios
Los msd calculados se representan en gra´ficos doble logar´ıtmicos en funcio´n del ∆tR,
tanto para CQRs (msdCQR) propaga´ndose bajo re´gimen de crecimiento exponencial como
para CQLs (msdCQL) (Figura 1.11). Los resultados muestran que los msdCQL son un orden
de magnitud mayores que los msdCQR. Varias de las curvas de las ce´lulas individuales poseen
regiones rectas con valores de pendiente comprendidos entre 1 y 2. Algunas curvas tienen
regiones con valores negativos de pendiente, un hecho que es consistente con los distintos
eventos celulares y cambios morfolo´gicos que tienen lugar en la colonia y que fueron descriptos
previamente (Figura 1.4). Cabe aclarar que a valores mayores de ∆tR los errores en los valores
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de msd son mayores debido a que el taman˜o de la muestra disminuye. Au´n as´ı, la descripcio´n
realizada de los valores de msd muestra la influencia de las heterogeneidades de la colonia
en la movilidad de cada ce´lula.
Las curvas promedio de los msd (curvas rojas en Figura 1.11) pueden describirse mediante
relaciones lineales con pendientes comprendidas entre 1 y 2 en determinado rango de ∆tR.
Para las CQRs bajo re´gimen de crecimiento exponencial la pendiente promedio tuvo un valor
de 1.4 ± 0.1 para 120 ≤ ∆tR ≤ 750 min, mientras que para las CQLs fue de 1.7 ± 0.1 para
90 ≤ ∆tR ≤ 700 min (Figura 1.11). Estos rangos de ∆tR dependen tanto de < R0 > como de
la geometr´ıa de la colonia. Las curvas de msd promedio tanto para CQRs como para CQLs
tienden a dos rectas asinto´ticas, una con pendiente igual a 1 a ∆tR muy bajos y otra con
pendiente igual a 2 a ∆tR altos. Para ∆tR < 400 min las CQRs presentan numerosas ce´lulas
cuyos msd presentan relaciones lineales con pendientes cercanas a 1 en la representacio´n de
log msd vs log ∆tR, mientras que para las CQLs presentan pendientes ma´s cercanas a 2.
Influencia de las ce´lulas vecinas
La relacio´n entre la velocidad instanta´nea de cada ce´lula y la densidad celular local
(Figura 1.7) permite inferir que la movilidad celular esta´ influenciada por las ce´lulas vecinas,
ma´s alla´ del re´gimen de crecimiento. Esta dependencia puede ser analizada utilizando una
sencilla estrategia. Se considero´ un dominio circular de 130 µm de dia´metro alrededor de una
ce´lula central de referencia que esta´ rodeada por un nu´mero determinado de ce´lulas vecinas.
La ce´lula de referencia se localizo´ en la zona del borde de la colonia (caso I, Figura 1.12) o en
una regio´n 2D del interior de la colonia (caso II, Figura 1.13). Se obtuvieron las coordenadas
del nu´cleo de las ce´lulas vecinas mientras este permaneciera dentro del c´ırculo. Para ambos
casos la direccio´n del movimiento de la ce´lula de referencia fue desde dominios con mayor
densidad celular hacia dominios con menor densidad celular.
Para el caso I, la ce´lula de referencia posee la mayor´ıa de sus vecinos en la zona superior
derecha de la regio´n circular (Figura 1.12a) y la ce´lula se mueve hacia la zona inferior
izquierda (Figura 1.12b-c). A medida que el frente de la colonia crece, la ce´lula de referencia
comienza a variar su direccio´n de movimiento levemente hacia la derecha ya que en esa zona
disminuye el nu´mero de vecinos (Figura 1.12f).
Para el caso II, la densidad de las ce´lulas vecinas es significativamente superior respecto
a la del caso I (Figura 1.13). Al principio, la posicio´n de la ce´lula de referencia fluctu´a
alrededor de su posicio´n inicial (Figura 1.13a). Posteriormente la densidad de las ce´lulas
vecinas aumenta en la regio´n inferior izquierda del dominio circular, por lo que la ce´lula
se mueve hacia arriba a la derecha (Figura 1.13b-c). Despue´s su direccio´n cambia hacia la
izquierda debido a un aumento del nu´mero de vecinas en la regio´n superior derecha. Hay
intervalos de 150 minutos donde la ce´lula de referencia no sufre desplazamientos significativos,
aunque esta´ sujeta a deformaciones de su citoplasma (Figura 1.13d y f). Esta situacio´n es
improbable para el caso I ya que existe un claro gradiente en la densidad celular durante el
intervalo de tiempo considerado.
1.3. Discusio´n
1.3.1. Estudio de los aspectos cine´ticos y morfolo´gicos de las co-
lonias de ce´lulas HeLa
La dependencia con N de la transicio´n cine´tica de un re´gimen de propagacio´n expo-
nencial a uno con < V F > constante (Figuras 1.2 y 1.3) se conoce para distintas l´ıneas
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Figura 1.11: Gra´ficos de log msd vs log ∆tR de las trayectorias de ce´lulas en CQRs en
re´gimen exponencial y CQLs. Se incluye en rojo la curva de msd promedio junto con su
error estandar en el intervalo de 30-1800 minutos y el valor de su pendiente, b. Las l´ıneas
con las pendientes l´ımites de 1 y 2 se incluyen como gu´ıa.
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Figura 1.12: Desplazamientos de una ce´lula de referencia (estrellas) del borde de la colonia
localizada en el centro de una regio´n circular de 130 µm de dia´metro (l´ınea de puntos) y las
ce´lulas vecinas dentro de ella (puntos negros). Las flechas en cada figura indican la direccio´n
del movimiento del nu´cleo de la ce´lula de referencia. La trayectoria de cada cuadro se evalu´a
considerando ∆t = 30 min durante 150 minutos y las coordenadas de las ce´lulas vecinas
corresponden a ∆t = 150 min. El movimiento de la ce´lula de referencia esta´ influenciado
por las ce´lulas vecinas. La flecha exterior indica la direccio´n principal del crecimiento del
frente. La regio´n en gris corresponde a la colonia y la regio´n en blanco al espacio libre.
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Figura 1.13: Desplazamientos de una ce´lula de referencia (estrellas) del interior de la co-
lonia localizada en el centro de una regio´n circular de 130 µm de dia´metro (l´ınea de puntos)
y las ce´lulas vecinas dentro de ella (puntos negros). Las flechas en cada figura indican la
direccio´n del movimiento del nu´cleo de la ce´lula de referencia. La trayectoria de cada cuadro
se evalu´a considerando ∆t = 30 min durante 150 minutos y las coordenadas de las ce´lulas
vecinas corresponden a ∆t = 150 min. El movimiento de la ce´lula de referencia esta´ influen-
ciado por las ce´lulas vecinas. La flecha exterior indica la direccio´n principal del crecimiento
del frente.
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celulares [1.6–1.10] y fue interpretada a trave´s de diferentes mecanismos de expansio´n bidi-
mensional de la colonia [1.6, 1.11–1.14]. Los resultados presentados en este cap´ıtulo, permiten
relacionar los patrones morfolo´gicos de las colonias con los distintos reg´ımenes de crecimiento
de las colonias. Los patrones morfolo´gicos estan relacionados a las heterogeneidades espacio-
temporales desarrolladas, como la formacio´n de dominios 3D en el seno de la colonia y los
cambios en la forma, taman˜o y densidades celulares (Figuras 1.1, 1.4 y 1.5). La proliferacio´n
celular contribuye a incrementar la fase 3D pero tiene poca influencia en la expansio´n en
2D. Todos estos cambios dependen de N y en gran medida son responsables de la transicio´n
cine´tica ya mencionada. Las CQRs y las CQLs, ambas creciendo a < V F > constante, presen-
tan una regio´n anular efectiva bidimensional en el exterior de la colonia con un gradiente de
densidad celular constante, donde la movilidad de las ce´lulas y las duplicaciones se combinan
para garantizar la propagacio´n de la colonia (Figura 1.5c-d).
Por otro lado, las CQRs presentan un incremento simulta´neo de la masa (N ) y el a´rea
de la colonia, mientras que las CQLs presentan un incremento de masa manteniendo el
ancho del frente constante. El efecto de la geometr´ıa en la cine´tica de crecimiento queda
de manifiesto en los gradientes de densidades celulares, que para las CQRs (Figura 1.5c)
resultan menores que para las CQLs (Figura 1.5d). La similitud de los valores de < V F >
obtenidos para ambas geometr´ıas son consistentes con la mayor a´rea promedio de las ce´lulas
(menor densidad) presentes en la regio´n del borde de las CQRs con respecto a la de las
ce´lulas en el borde de las CQLs (Figura 1.5).
Se utilizo´ el modelo propuesto en la referencia [1.15] para interpretar los datos de expan-
sio´n de CQRs (Figura 1.14). La representacio´n matema´tica del modelo de [1.15] describe la
evolucio´n del < R > desde t = 0 con N (0) = N0 ce´lulas y R(0) < ∆Leff con una funcio´n
definida por partes:
< R > (t) =


√
N0e
t
2<τ> para t ≤ tc
√
K2∆Leff [1 +W (
N2
0
K2
2
∆L4
eff
e1+
2t
<τ> )] para t > tc
(1.3)
Donde:
W(z) es la funcio´n de Lambert,
K2 = π/a
2 siendo a un para´metro relacionado al taman˜o celular,
∆Leff es el ancho de la regio´n anular efectiva del borde de la colonia. En este modelo
una ce´lula se duplica so´lo si encuentra un espacio vac´ıo a una distancia < ∆Leff .
< τ > se vincula con el tiempo medio de duplicacio´n celular < τ > = < τD > / ln(2)
y tc se define segu´n la ecuacio´n:
tc =< τ > ln
K2∆Leff
N0
(1.4)
El modelo adema´s propone una corta fase inicial de crecimiento por difusio´n, seguido por
la fase de crecimiento exponencial y luego por la fase a velocidad de crecimiento constan-
te. Esta fase inicial, relacionada exclusivamente a la migracio´n celular, no suele observarse
experimentalmente.
El ajuste de los datos obtenidos para sistemas con N < 1000 ce´lulas a partir de los valores
experimentales < a > = 25 µm y < τ > = 2400 min, arrojo´ un ∆Leff = 210 µm.
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Figura 1.14: Gra´fico de < R > en funcio´n de t para el crecimiento de CQRs de distintos
N0 y R0. Pueden observarse los dos reg´ımenes cine´ticos y tc. La curva azul (t < tc) y roja (t
> tc) corresponden al ajuste realizado con la ecuacio´n (10) dada en la referencia [1.15] como
se describe en el texto. La transicio´n de re´gimen exponencial a < V F > constante ocurre
alrededor de las 1500 ce´lulas en el intervalo de 11000 < t < 13000 min.
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Figura 1.15: Ajuste de los perfiles de densidad obtenidos para una CQL utilizando la ecua-
cio´n (42) de la referencia [1.18].
Las colonias celulares, como otros sistemas que pueden ser caracterizadas en diferentes
escalas espacio-temporales, son sistemas multiescala [1.16]. Estos sistemas pueden interpre-
tarse a trave´s de modelos multiescala que tengan la eficiencia de los modelos macrosco´picos
y la precisio´n de los modelos microsco´picos [1.17]. De esta manera es posible, por ejemplo,
modelar el crecimiento de la interfase de una colonia a trave´s eventos que ocurren en escalas
ma´s pequen˜as de espacio y tiempo, como la duplicacio´n y muerte celular, o considerando las
interacciones microsco´picas entre las ce´lulas [1.1].
Los datos de la CQL mostrados en la figura 1.5 fueron ajustados utilizando el mode-
lo multiescala propuesto la ecuacio´n (42) de la referencia [1.18] que describe la evolucio´n
espacio-temporal de la densidad y es una variante de la ecuacio´n de Fisher (Figura 1.15).
El modelo propuesto adema´s de incluir los cla´sicos para´metros de proliferacio´n y difusio´n
(entendida como migracio´n celular), considera tambie´n el efecto de la inhibicio´n por contacto
y se expresa matema´ticamente:
ρ(x, t) =
1
1 + Cexp([
√
< k0 > /D0x− < k0 > t]/2)
(1.5)
Donde:
< k0 > es el ı´ndice mito´tico de una ce´lula aislada,
D0 es la constante de difusio´n de una ce´lula aislada,
C es un para´metro de ajuste.
De los ajustes de las curvas de densidad de la CQL (Figura 1.15) resulto´ que < k0 > =
4 ± 1 x 10−4 min−1, similar a la constante cine´tica calculada a partir de la Figura 1.2 y D0
= 9 ± 2 µm2 min−1. El valor obtenido es del mismo orden que el obtenido para fibroblastos
3T3 durante el desarrollo de una monocapa confluente (D0 = 3 µm
2 min−1) y en un ensayo
de corte y cerrado de herida (D0 = 5.5 µm
2 min−1), siendo este u´ltimo valor ma´s grande
debido a que el arreglo experimental genera una asimetr´ıa en la migracio´n celular. Tambie´n
se encuentra en literatura un valor similar (D0 = 11.4 µm
2 min−1) para ce´lulas de glioma
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aisladas migrando en la direccio´n en que disminuye el gradiente de concentracio´n de un
agente quimiorepelente [1.19].
Debido a la gran cooncordancia entre los resultados obtenidos a partir de modelos teo´ri-
cos y los valores experimentales es que ciertos modelo resultan u´tiles para describir, predecir
e interpretar la evolucio´n de las heterogeneidades espacio-temporales en la colonia. Sin em-
bargo, cabe aclarar que la influencia de las heterogeneidades en la dina´mica de crecimiento
de las colonias es compleja y au´n hoy resulta bastante incierta.
1.3.2. Aspectos dina´micos de las ce´lulas individuales
Para las CQRs con N < 1000 ce´lulas el valor de < V per >, la velocidad promedio y la
direccionalidad aumentan con N (Figuras 1.8 y 1.9), aproxima´ndose al comportamiento de
las CQLs. La velocidad individual de las ce´lulas de las CQRs con N > 1500 ce´lulas y CQLs
disminuye al ir desde el borde de la colonia hacia el centro. El valor de < V per > disminuye
a menos de la mitad a 225 - 300 µm del borde de la colonia, un valor comparable al ∆Leff
obtenido con el ajuste de la figura 1.14. Adema´s, la velocidad de las ce´lulas individuales en la
regio´n del borde de una colonia muestra una dependencia inversa con la distancia ce´lula-ce´lu-
la promedio (Figura 1.7), un comportamiento conocido para la velocidad de desplazamiento
de frentes de fases condensadas, ma´s alla´ de su naturaleza inorga´nica [1.20] o biolo´gica [1.21].
Este conjunto de observaciones es consistente con los efectos de “amontonamiento celular”
locales [1.22, 1.23] que se manifiestan ma´s fuertemente para N grandes. De esta manera,
a medida que el radio de la colonia y los dominios de heterogeneidades espacio-temporales
aumentan, el “amontonamiento celular” local tiene una contribucio´n ma´s marcada sobre
las trayectorias celulares, particularmente en la regio´n del borde (Figuras 1.12 y 1.13). Es-
tos efectos poblacionales resultan en un feno´meno complejo en el que la organizacio´n de la
colonia y la forma y fluctuaciones de orientacio´n de cada grupo de ce´lulas juegan un rol
fundamental.
La dependencia del msd con ∆tR (Figura 1.11) resulto´ consistente con la contribucio´n al
movimiento colectivo que tienen los efectos cooperativos dependientes del nu´mero de ce´lulas.
De este modo, a N o ∆tR bajos dominan las caracter´ısticas aleatorias (b = 1), mientras que
a ∆tR largos para QRC con N grande o QLC, prevalecen los desplazamientos bal´ısticos (b
=2).
En una serie de trabajos se presentaron resultados obtenidos a partir de la microscop´ıa de
fuerzas de traccio´n aplicada a colonias con N grandes que forman una monocapa confluen-
te [1.24, 1.25]. Se obtiene un mapa de fuerzas que se interpreta en te´rmino de las leyes de
Newton. A partir del balance en dos dimensiones de las fuerzas de traccio´n ce´lula-substrato
y de aplicar las leyes de Newton es posible obtener la distribucio´n de l´ıneas de tensio´n a lo
largo de toda la capa de ce´lulas [1.24, 1.25]. Las tensiones se relacionan a la acumulacio´n de
fuerzas de traccio´n aplicadas en la parte inferior de las ce´lulas, lo que resulta en severas fluc-
tuaciones de estre´s meca´nico dentro de la capa de ce´lulas que oscilan en su extensio´n. Estas
fluctuaciones exhiben una ancha distribucio´n no Gaussiana y se vuelven ma´s fuertes, lentas
y cooperativas a medida que la densidad celular aumenta. La migracio´n celular colectiva
parece regirse por un simple principio fisiolo´gico: las ce´lulas vecinas combinan fuerzas para
transmitir una apreciable tensio´n normal sobre las uniones ce´lula-ce´lula (flechas verdes en la
Figura 1.16) y se mueven de tal manera de disminuir la fuerza de corte intercelular (tensiones
paralelas a las uniones ce´lula-ce´lula, flecha azul en la Figura 1.16). Tambie´n se sugirio´ que
las ce´lulas l´ıderes juegan un rol esencial en el direccionamiento local de las ce´lulas ya que
las principales fuerzas que generan son parte de un “juego de la soga” global que involucra
ce´lulas lejanas a los extremos.
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Figura 1.16: a) Interpretacio´n de las microscop´ıas de traccio´n para una ce´lula en una
colonia con N grande [1.24, 1.25]. b) Las ce´lulas vecinas transmiten tensiones normales
sobre las uniones ce´lula-ce´lula (flechas verdes) y tensiones paralelas a estas uniones (flecha
azul). Las ce´lulas se mueven de tal manera de disminuir estas tensiones paralelas. c) El
balance de las tensiones paralelas puede representarse con un elipse, que define la direccio´n
y velocidad de las ce´lulas (flecha roja).
Tanto la migracio´n de ce´lulas epiteliales normales como la de l´ıneas tumorales antes de
la transicio´n epitelio-mesenquimal puede explicarse siguiendo el simple principio fisiolo´gico
anteriormente descripto, que es cualitativamente consistente con las caracter´ısticas de las
trayectorias descriptas a lo largo de este cap´ıtulo. De este modo, las diferencias entre las
movilidades celulares individuales (Figuras 1.8 y 1.9) as´ı como en los perfiles de densidad
(Figura 1.5) observados con el incremento de N de 100 a 1000 ce´lulas en CQRs podr´ıa estar
asociado a cambios en el balance de fuerzas.
1.3.3. Rugosado del frente y trayectorias celulares individuales
Las fluctuaciones en la rugosidad de frentes bidimensionales de CQRs con N > 1500
ce´lulas y CQLs se estudian aplicando la teor´ıa de escalado dina´mico y el ana´lisis de Fourier
[1.4, 1.25–1.27]. Siguiendo estas estrategias se encontro´ que la dina´mica de rugosado de
frentes bidimensionales tienen un conjunto de exponentes de rugosidad α = 0.50 ± 0.05, β
= 0.32 ± 0.04 y z = 1.5 ± 0.2 dentro de los rangos experimentales 0 < t < 104 minutos y
102 < L < 103 µm, independientemente de la geometr´ıa de crecimiento [1.4]. Este conjunto
de exponentes concuerda con los predichos para la clase universal de KPZ [1.28, 1.29].
La ecuacio´n esta´ndar de KPZ describe la propagacio´n de un frente en una dimensio´n a
trave´s de la altura h en cada columna x y tiempo t, e involucra tres te´rminos:
δh(x, t)
δt
= ν∇2t︸ ︷︷ ︸
a
+
λ
2
(∇h)2
︸ ︷︷ ︸
b
+ η(x, t)︸ ︷︷ ︸
c
(1.6)
Siendo:
(a) Un te´rmino Laplaciano lineal de relajacio´n superficial, que tiende a producir un suavi-
zado de la superficie. Representa cualquier proceso difusivo con difusividad constante o
algu´n proceso que involucra la tensio´n superficial, que tiende a disminuir la curvatura
y altura de las protrusiones. Este te´rmino estar´ıa asociado con la parte o contribucio´n
aleatoria de la movilidad celular.
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(b) Un te´rmino no lineal con coeficiente λ que contribuye al crecimiento lateral o ensan-
chamiento de las protrusiones (si λ > 0) o a un angostamiento de las mismas (si λ <
0). Tiene en cuenta la contribucio´n sesgada de las trayectorias celulares direccionadas
por la bu´squeda de espacio libre en la regio´n del borde. Los desplazamientos sesgados
de las ce´lulas determinan la formacio´n y ensanchamiento de las protrusiones como se
observa en la figura 1.10. Este proceso deber´ıa estar asociado al componente bal´ıstico
de la movilidad celular.
(c) Un te´rmino estoca´stico de ruido gaussiano principalmente relacionado a la proliferacio´n
celular en la monocapa 2D.
Se propusieron versiones mejoradas de las ecuaciones de KPZ para 1D y 2D [1.30, 1.31],
incluyendo una formulacio´n de la ecuacio´n de KPZ para la expansio´n de colonias celulares
bidimensionales en una superficie con estructura teselada o tipo mosaico [1.32]. El ana´lisis
de la estructura interna del sistema en propagacio´n as´ı como distintas escalas de teselado
permitieron inferir la universalidad del proceso y resultan una alternativa al ana´lisis de la
rugosidad mediante el escalado dina´mico [1.33–1.35]. Recientemente, a trave´s de estudios
de electroconveccio´n de cristales l´ıquidos en fase nema´tica se obtuvieron dependencias ge-
nerales de propiedades estad´ısticas generales tales como las funciones de distribucio´n, las
correlaciones espaciales y temporales o la persistencia espacial con la geometr´ıa global de
la interface [1.36, 1.37]. Estos resultados invitan a analizar la movilidad celular y las he-
terogeneidades espacio-temporales aparte de los exponentes de rugosidad para estudiar el
avance del frente y a relacionarlas, al menos cualitativamente, con la universalidad a la que
pertenecen.
En nuestros experimentos, la influencia de la direccionalidad de las trayectorias celulares
en el comportamiento tipo KPZ dependio´ del radio de curvatura promedio de la interfase
de la colonia, que se relaciona con N. Adema´s, el cociente V per/V par se vio´ influenciado
por la relacio´n de aspecto de las ce´lulas o de los grupos de ce´lulas. Una influencia de este
tipo se encontro´ a trave´s de modelos multiescala [1.38]. Para < R > o N grandes hay una
tendencia de las CQRs a aproximarse a CQLs. Ambas geometr´ıas presentan fluctuaciones en
la interface que se corresponden con un λ > 0 que afecta el te´rmino no lineal de la ecuacio´n
de KPZ. Esto puede explicarse a trave´s del sesgo en las trayectorias celulares. En la figura
1.17 se intenta relacionar las conclusiones obtenidas a partir de la microscop´ıa de fuerzas de
traccio´n [1.24, 1.25] con las trayectorias celulares y el modelo de crecimiento de interfases
propuesto. En a) se muestran las elipses de estre´s y vectores de velocidad de una monocapa
de ce´lulas de endotelio pulmonar de rata, adaptado de la referencia [1.25]. Las trayectorias
y morfolog´ıas de las ce´lulas de la protrusio´n de la figura 1.10 (b) pueden interpretarse en
funcio´n de las fuerzas de corte intercelular (c). Los trayectorias bal´ısticas de las ce´lulas
aproximadamente normales a la interfase esta´n de acuerdo con el principio de disminucio´n
de las fuerzas de corte intercelulares y con el modelo de KPZ propuesto para el crecimiento
de la interfase (d).
1.4. Conclusiones
La expansio´n 2D de colonias de ce´lulas HeLa presenta dos reg´ımenes de crecimientos
dependientes del nu´mero de ce´lulas (y < R >), uno exponencial para CQRs con N < 1000
ce´lulas y uno a < V F > constante para CQLs y CQRs con N > 1500 ce´lulas. Esta transicio´n
cine´tica se relaciona con el desarrollo de heterogeneidades espacio-temporales en la colonia
que incluyen procesos de “amontonamiento celular”. A < V F > constante, la colonia presenta
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Figura 1.17: a) Elipses de estre´s y vectores de velocidad de una monocapa de ce´lulas de
endotelio pulmonar de rata, adaptado de referencia [1.25]. b) Ensanchamiento de una protru-
sio´n y trayectorias celulares mostradas en la figura 1.10. c) Esquema de las elipses de estre´s
y los vectores de velocidad dibujados teniendo en cuenta la morfolog´ıa de las ce´lulas de la
protrusio´n y las trayectorias obtenidas. d) Crecimiento normal a la interfase caracter´ıstico
del te´rmino no lineal de la ecuacio´n de KPZ. Notar la similitud entre b) y d)
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dos regiones bien diferenciadas: un borde efectivo 2D con un espesor promedio constante y
una regio´n interior con formacio´n de una fase 3D. La proliferacio´n celular y la migracio´n
dentro de la regio´n efectiva 2D contribuye al desplazamiento del frente de la colonia. En
esta regio´n la movilidad celular individual es alta debido a los efectos cooperativos y a la
existencia de un gradiente de densidad celular. Por otro lado, en la regio´n del seno de la
colonia, tanto la proliferacio´n como la movilidad celular esta´n ampliamente inhibidos por el
“amontonamiento celular”.
La < V F > fue pra´cticamente la misma para CQRs y CQLs a pesar de la diferencia en el
confinamiento y la disponibilidad de espacio libre entre las dos geometr´ıas. Este hecho puede
explicarse debido a que el taman˜o celular promedio es mayor para las ce´lulas en la regio´n
del borde de las CQRs que de las CQLs, compensando el mayor espacio libre generado por
la propagacio´n de las primeras.
Los datos de movilidad celular sugieren que las ce´lulas se mueven con contribuciones
aleatorias y bal´ısticas. La relacio´n del componente bal´ıstico con respecto al aleatorio, el
componente perpendicular de la velocidad celular con respecto al frente y la direccionalidad
de las trayectorias se hacen ma´s grandes al aumentar N. Todos estos factores tienen un
efecto importante en la evolucio´n de la rugosidad y las protrusiones del frente. Los datos de
movilidad celular obtenidos son consistentes con un λ > 0, es decir, con un ensanchamiento
de las protrusiones y con el cumplimiento de la ecuacio´n de KPZ.
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Cap´ıtulo 2
Modificacio´n de la reolog´ıa del medio
de crecimiento
2.1. Introduccio´n
Las ce´lulas en un organismo no se encuentran aisladas sino interactuando con otras
ce´lulas vecinas y con el entorno, formado por la matriz extracelular. Estas interacciones son
capaces de modular tanto el fenotipo celular individual como su comportamiento cooperativo
y generan nuevas propiedades que no puede explicarse a partir de las caracter´ısticas de las
ce´lulas individuales. Por este motivo, para entender y describir los sistemas complejos es
necesario conocer las propiedades e interacciones entre los elementos que los constituyen.
Una estrategia para analizar la dina´mica de propagacio´n de las colonias teniendo en cuen-
ta las propiedades e interacciones entre las ce´lulas y su entorno es modelarlas a partir de
modelos de Potts celular (CPM). En estos modelos se simula el crecimiento de ce´lulas y co-
lonias utilizando mallas cartesianas bidimensionales cuyas celdas son ocupadas por dos tipos
de objetos: ce´lulas y matriz extracelular. La simulacio´n es estoca´stica y procede mediante
el me´todo de Monte Carlo repitiendo una operacio´n ba´sica en la que se selecciona aleatoria-
mente una posicio´n de la malla y el objeto contenido en esa celda intenta copiar su tipo en
una posicio´n vecina. La probabilidad de aceptacio´n de este proceso de copia depende de las
energ´ıas asociadas con distintos para´metros como la adhesio´n, las restricciones de volu´men,
la movilidad celular, etc [2.1].
De esta manera, teniendo en cuenta distintos aspectos de la biolog´ıa celular y de su inter-
accio´n con el entorno, es posible realizar simulaciones y obtener informacio´n de la dina´mica
de las ce´lulas individuales o en grupos en distintas regiones de la colonia [2.2–2.5]. Por
ejemplo, una versio´n de CPM generalizada permitio´ obtener una fuerte correlacio´n entre la
direccionalidad de la movilidad celular y la topograf´ıa de la matriz extracelular e indico´ que
la migracio´n celular en ambientes fibrilares requiere la deformacio´n del nu´cleo o la proteo´lisis
de la matriz [2.6]. En otro trabajo se utilizo´ un CPM para describir la aparicio´n esponta´nea
de corrientes de ce´lulas orientadas en una monocapa de queratinocitos humanos [2.7]. Al
modificar la relevancia de las uniones meca´nicas entre las ce´lulas este modelo permitio´ ex-
plicar los resultados experimentales que indicaban que las corrientes de ce´lulas se hacen ma´s
estrechas al disminuir las adhesiones ce´lula-ce´lula. Otros modelos y simulaciones incluyen el
efecto de la migracio´n celular, la compresio´n y la inhibicio´n por contacto para describir la
evolucio´n de la distribucio´n de taman˜os celulares y el crecimiento global de la colonia [2.8].
Estos ejemplos ponen de manifiesto que los datos experimentales de la dina´mica de las co-
lonias, desde ce´lulas individuales a grupos de ce´lulas, resultan de intere´s para interpretar la
influencia de las heterogeneidades espacio-temporales en el mecanismo de crecimiento de la
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colonia, mecanismos que pueden verse afectados por las caracter´ısticas estructurales esta´ticas
y dina´micas del medio [2.9].
En el cap´ıtulo anterior se describio´ la formacio´n de heterogeneidades durante la propaga-
cio´n de colonias celulares y co´mo estas afectan a la movilidad celular y a la dina´mica global
de propagacio´n de la colonia en medio de crecimiento esta´ndar. Resulta ahora de intere´s per-
turbar las condiciones del medio sin modificar directamente las caracter´ısticas intr´ınsecas de
las ce´lulas. Se intentara´ modificar el entorno celular mediante el agregado de un componente
que no afecte directamente la actividad biolo´gica y solo modifique las caracter´ısticas f´ısicas
del medio.
Por otro lado, es adecuado mencionar como antecedente que la dina´mica global de sis-
temas biolo´gicos en medios que presentan modificaciones en las propiedades fisicoqu´ımicas
se analizo´ a partir de colonias bacterianas, tales como Escherichia coli y Bacillus subtilis en
medio con agar [2.10]. En este caso, el ana´lisis del escalado dina´mico permite obtener el expo-
nente de rugosado α = 0.78 ± 0.07, que excede el valor pedicho por la ecuacio´n esta´ndar de
KPZ. Recientemente, se indico´ que la dina´mica de crecimiento de bacterias resulta ma´s com-
pleja en medios modificados con sustancias espesantes y en presencia de obsta´culos f´ısicos,
dependiendo de la concentracio´n de nutrientes [2.11]. A diferencia de las bacterias, en el caso
de las colonias de ce´lulas eucariotas, la influencia de las propiedades fisicoqu´ımicas del medio
en la propagacio´n de las colonias no se estudio´ tan extensamente y resulta de importancia
para el modelado de procesos biolo´gicos complejos como el crecimeinto tumoral [2.7].
En este cap´ıtulo se estudiara´ la expansio´n de colonias 2D de ce´lulas Vero, los taman˜os,
morfolog´ıas y migracio´n celulares en medio de cultivo sin (medio esta´ndar) y con agregados
de metilcelulosa (MC). Se prestara´ particular atencio´n al medio gelificado. De la misma
manera que se hizo en el cap´ıtulo anterior, se intentara´ relacionar las propiedades a nivel
celular con las asociadas a la colonia. Se utilizan colonias con distintas poblaciones celulares
iniciales y geometr´ıas creciendo en medios de cultivo con distintas concentraciones de MC
(cMC). La MC es un pol´ımero hidrof´ılico no to´xico para las ce´lulas que produce soluciones
con propiedades reolo´gicas controladas y modifican la viscosidad del medio de cultivo sin
cambiar las caracter´ısticas adhesivas de las ce´lulas con el substrato [2.12]. Se suele usar en
cultivos celulares, por ejemplo, para estudiar procesos de replicacio´n viral [2.13, 2.14].
2.2. Resultados
Para conocer la influencia de la metilcelulosa en la propagacio´n de colonias de ce´lulas
Vero de distintos taman˜os, nu´mero de ce´lulas y geometr´ıas, se estudiaron 3 tipos de colonias
(CQRs, CQR-Cs y CQLs). Las colonias CQRs y CQR-Cs aportaron informacio´n complemen-
taria de los procesos globales que ocurren en las CQLs. Se utilizaron CQRs (baja poblacio´n y
frentes quasi-circulares) para estudiar a tiempos cortos la dina´mica y cine´tica de crecimiento
de colonias con pocas ce´lulas en diferentes medios de cultivo. Las CQR-Cs (poblacio´n gran-
de y frentes quasi-circulares) se usaron para estudiar aspectos morfolo´gicos y dina´micos de
colonias con elevado nu´mero de ce´lulas en medios gelificados. En ambos tipos de colonias se
originaron heterogeneidades espaciales (dependieron de la regio´n de la colonia que se estu-
die) y temporales (dependieron del tiempo de crecimiento en que se analicen los cambios)
como la aparicio´n de regiones de distinta densidad y ce´lulas grandes en el borde del frente
que afectaron el crecimiento de la colonia. Finalmente, las CQLs (poblacio´n grande y frentes
quasi-lineales) se utilizaron para estudiar la movilidad celular y obtener ma´s informacio´n
de la influencia de las heterogeneidades espacio-temporales de la colonia en la morfolog´ıa y
movilidad de las ce´lulas y en la dina´mica global de crecimiento de la colonia. La comparacio´n
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de los datos obtenidos para las CQR-C y CQL permite tener una idea de la influencia de la
geometr´ıa de crecimiento en la expansio´n de la colonia.
2.2.1. Cambios morfolo´gicos
CQR (baja poblacio´n y frentes quasi-circulares)
Las ima´genes de las CQRs con N0 < 100 ce´lulas creciendo en medios de cultivo con
distintas cMC muestran que las colonias tienen inicialmente bordes irregulares y que con el
paso del tiempo tienden a tener morfolog´ıas quasi-circulares (Figura 2.1). En el intervalo de
tiempo 0 ≤ t ≤ 9000 min tambie´n se observa la disminucio´n de la distancia promedio ce´lula-
ce´lula en la regio´n interior de la colonia, generando dominios celulares ma´s compactos. Por
otro lado, en la regio´n del borde de la colonia se observa el efecto inverso: aparecen ce´lulas
con taman˜os mayores al de la ce´lula promedio. A medida que se incrementa la concentracio´n
de metilcelulosa estos cambios se hacen ma´s marcados. El efecto ma´s notable es el de las
colonias en medio gelificado, en las que aparecen ce´lulas varias veces ma´s grandes que las
ce´lulas regulares tanto en el borde como en el interior de la colonia.
CQR-C (poblacio´n grande y frentes quasi-circulares)
Las CQR-C, particularmente en medio gelificado, presentan una ra´pida aparicio´n de
ce´lulas “agrandadas” en el borde. Estas ce´lulas “agrandadas” producen una disminucio´n
notable de la densidad celular en el borde de la colonia y el aumento de heterogeneidades
espacio-temporales debido a la aparicio´n de dominios locales con densidades diferentes. A t
= 16500 min (Figura 2.2) la regio´n del borde bidimensional (no presenta crecimiento 3D)
de la colonia consiste en ce´lulas de taman˜o normal, ce´lulas “agrandadas” y pequen˜os huecos
o zonas vac´ıas no ocupadas por ce´lulas. Las ce´lulas “agrandadas” forman una especie de
barrera en el borde de la colonia que perturba el desplazamiento de las ce´lulas ma´s pequen˜as
ubicadas alrededor. La regio´n central de estas colonias se presenta como un dominio 3D
aproximadamente circular rodeada de una zona intermedia de transicio´n con dominios 2D y
3D. Esta u´ltima fase es compacta, con ce´lulas de taman˜os regulares o menores y esta´ limitada
por la regio´n del borde de baja densidad. En este estadio de crecimiento (t = 16500 min)
el frente de la colonia se vuelve significativamente rugoso debido a la formacio´n de huecos y
protrusiones.
CQL (poblacio´n grande y frentes quasi-lineales)
La morfolog´ıa de la regio´n del borde de las CQLs, que se propagan en medio gelificado
permanece sin cambios hasta aproximadamente 5000 min de retirada la ma´scara de Teflon.
Luego se puede observar la aparicio´n de ce´lulas “agrandadas” y dominios de ce´lulas pequen˜as
y orientadas (Figura 2.3). Como sucede en las CQR-C, las ce´lulas “agrandadas” esta´n lo-
calizadas principalmente en el borde de la colonia, y su taman˜o aumenta con la edad de la
colonia. El dia´metro promedio de las ce´lulas cambia de 45 µm a t = 2400 min a 250 µm a
t = 19260 min, un valor 4 veces superior al de las ce´lulas ma´s grandes encontradas en el
medio de cultivo con cMC = 0%.
La comparacio´n de las secuencias de ima´genes obtenidas mediante el seguimiento in situ
de las CQLs en medio esta´ndar con cMC = 0% y medio gelificado permiten tener una idea
de la influencia de la dina´mica individual de las ce´lulas en las caracter´ısticas de la rugosidad
de estas colonias. Para observar los cambios producidos en las colonias tanto a tiempos
relativamente cortos, luego de la adaptacio´n de las ce´lulas al nuevo medio de cultivo, como
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Figura 2.1: Secuencia de ima´genes de CQRs con N0 < 100 ce´lulas creciendo en medios de
cultivo con distinta cMC. Para cMC = 2.5% se puede ver la aparicio´n de ce´lulas con taman˜os
varias veces ma´s grandes que el de las ce´lulas regulares.
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Figura 2.2: CQR-C a t = 16000 min en medio gelificado (cMC = 2.5%). Pueden observarse
3 regiones pra´cticamente conce´ntricas: una regio´n exterior 2D con cierto nu´mero de agujeros,
un nu´cleo 3D y una regio´n intermedia en la que cohexisten dominios 2D y 3D.
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Figura 2.3: Secuencia de ima´genes de secciones del frente de una CQL creciendo en medio
gelificado. La l´ınea de base de la imagen a t = 8295 min se corrio´ hacia arriba en las ima´genes
a t = 12750 min y t = 16170 min. Las flechas indican dominios de ce´lulas agrandadas en el
borde de la colonia.
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a tiempos largos, el seguimiento in situ se comenzo´ a distintos tiempos luego de retirar la
ma´scara de Teflon y reemplazar el medio de cultivo por medio nuevo con cMC = 0% o cMC
= 2.5%.
A tiempos cortos, las ima´genes de las colonias creciendo en medio esta´ndar muestran
pequen˜os cambios en el taman˜o y forma de las ce´lulas, mientras que en las ima´genes de las
colonias en medio gelificado pueden observarse dominios con ce´lulas orientadas en la direccio´n
de crecimiento del frente y un aumento local de la rugosidad del borde (Figura 2.4). A estadios
de crecimiento avanzados, las ima´genes muestran que las ce´lulas “agrandadas” presentes en
las colonias en medio gelificado, aumentan de taman˜o y son rodeadas parcialmente por
ce´lulas de taman˜o normal a medida que pasa el tiempo (Figura 2.5). Por otro lado, las
colonias que crecen en medio esta´ndar presentan menos ce´lulas grandes y de un taman˜o
menor que aquellas en el medio gelificado.
2.2.2. A´rea celular en distintas regiones de la colonia
Se determino´ el a´rea celular promedio en diferentes regiones de las CQR-Cs y CQLs.
Para las CQR-Cs los histogramas obtenidos en dos coronas circulares de 200 µm de espesor
muestran que al a´rea celular disminuye yendo desde el borde de la colonia hacia el centro
(Figura 2.6a). Para la regio´n anular exterior, el a´rea celular promedio es superior a 17000
µm2, mientras que para la regio´n anular interior el a´rea promedio es de 3300 µm2 (Figura
2.6b).
Los histogramas de a´reas celulares de las CQLs se determinaron seleccionando regiones
del borde rectangulares de 2000 µm de largo y 600 µm de ancho, paralelas al frente, y
dividie´ndolas en 3 subregiones de 200 µm de ancho (Figura 2.7a). Los resultados muestran
que en la subregio´n exterior de las colonias en medio esta´ndar prevalecen las ce´lulas con
un a´rea inferior a 400 µm2 y que yendo hacia la subregio´n que esta´ a 400 - 600 µm del
borde, las ce´lulas tienen a´reas 3 veces ma´s pequen˜as, en promedio por debajo de 120 µm2
(Figura 2.7b). Por otro lado, en el medio gelificado, la contribucio´n de las ce´lulas grandes es
significativa. En este caso, el histograma correspondiente a la subregio´n ma´s externa muestra
dos ma´ximos, uno alrededor de 100 µm2 y otro alrededor de 550 µm2, que corresponden a
ce´lulas regulares y “agrandadas” respectivamente. Yendo hacia el interior de la colonia, la
contribucio´n de las ce´lulas grandes disminuye, pero es siempre mayor que en las colonias que
crecen en medio esta´ndar.
2.2.3. Cine´tica de crecimiento de las colonias
La poblacio´n celular de CQRs con N0 < 100 ce´lulas en medios de cultivo conteniendo 0 ≤
cMC ≤ 1.0% presentan una cine´tica de crecimiento de primer orden en el rango 0 < t < 9000
min (Figura 2.8a). Adema´s, puede observarse que a medida que aumenta cMC, disminuye el
rango de tiempo en que se cumple la cine´tica exponencial. Desafortunadamente, el estudio
del crecimiento del nu´mero de ce´lulas a tiempos mayores no resulta posible ya que para t
> 11000 min, el conteo de las ce´lulas individuales es incierto debido al gran aumento de la
poblacio´n celular y a la generacio´n de dominios 3D. La constante de velocidad < kN >, que
esta´ relacionada con el tiempo de duplicacio´n celular promedio, disminuye paulatinamente
con el incremento de cMC. En el medio gelificado (cMC = 2.5%) pra´cticamente no se observa
un aumento en el nu´mero de ce´lulas y por lo tanto < kN > ∼ 0.
Por otro lado, la cine´tica de expansio´n de las colonias radiales expresada en te´rminos del
radio promedio < R > tambie´n sigue un comportamiento exponencial hasta aproximada-
mente 9000 min (Figura 2.8b). En el caso del medio gelificado la colonia pra´cticamente crece
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Figura 2.4: Comparacio´n de la evolucio´n de dos secciones del frente de CQR-Cs en medio
esta´ndar (cMC = 0%) y medio gelificado (cMC = 2.5%). El seguimiento in situ comenzo´ 9
horas despue´s de remover la ma´scara de Teflon y agregar medio con cMC = 0% o cMC =
2.5%, tiempo suficiente para que las ce´lulas se adapten al nuevo medio de cultivo.
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Figura 2.5: Comparacio´n de la evolucio´n de dos secciones del frente de CQR-C en medio
esta´ndar (cMC = 0%) y medio gelificado (cMC = 2.5%). El seguimiento in situ comenzo´ 80
horas despue´s de remover la ma´scara de Teflon.
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Figura 2.6: a) Esquema de las regiones anulares utilizadas para determinar el a´rea celular
en una CQR-C propaga´ndose en medio gelificado. La regio´n anular exterior (rojo) se extiende
entre 0 – 200 µm desde el borde de la colonia y la interior (azul) entre 200 – 400 µm. b)
Histogramas de las a´reas de las ce´lulas ubicadas dentro de las regiones anulares descriptas
en (a) de una CQR-C propaga´ndose en medio gelificado a t = 19000 min.
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Figura 2.7: a) Esquema de las regiones rectangulares de 2000 x 200 µm2 utilizadas para
determinar el a´rea celular en una CQL creciendo en medio esta´ndar o gelificado. La regio´n
ma´s exterior comprende una franja que se extiende desde el borde hasa 200 µm hacia el
interior de la colonia, la regio´n intermedia desde 200 a 400 µm del borde y la ma´s interior
esta´ entre 400 – 600 µm. b) Histogramas de las a´reas de las ce´lulas ubicadas en las regiones
rectangulares del borde de una CQL propaga´ndose en medio esta´ndar y gelificado a t = 7200
min.
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Figura 2.8: Datos cine´ticos normalizados para CQRs creciendo en medios de cultivo con 0
≤ cMC ≤ 2.5%. a) Poblacio´n celular promedio normalizada. b) Radio promedio normalizado.
c) Radio promedio normalizado y ra´ız cuadrada del a´rea celular promedio normalizada. N0,
R0, Acel,0, corresponden a la poblacio´n promedio inicial, radio promedio inicial y a´rea celular
promedio inicial, respectivamente.
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Figura 2.9: S3500, la pendiente d < R/R0 > /dt a t = 3500 min tomada de la figura 2.8,
en funcio´n de la inversa de la viscosidad dina´mica (η−1) del medio de cultivo.
a < V F > constante y so´lo se apartan de la linealidad los datos a tiempos cortos. Asimismo,
la constante de primer orden < kR > disminuye ligeramente con cMC, aunque en este caso
no se observa un descenso abrupto en el medio gelificado como ocurr´ıa con < kN >.
El radio promedio de una colonia quasi-circular 2D puede aumentar debido al incremento
del nu´mero o al aumento de taman˜o de las ce´lulas. Si las ce´lulas se consideran aproxima-
damente circulares, el radio promedio de la colonia esta´ relacionado al nu´mero y al radio
promedio de las ce´lulas. Adema´s, el radio de las ce´lulas sera´ directamente proporcional a la
ra´ız cuadrada del a´rea celular. En el rango 3000 < t < 10000 min, el radio promedio de la
colonia normalizado (< R/R0 >) y la ra´ız cuadrada del a´rea celular promedio normalizada
(< Acel/Acel,0 >
1/2) de las colonias creciendo en medio gelificado caen en la misma curva
(Figura 2.8c). Este hecho indica que el crecimiento del frente de la colonia esta´ gobernado
principalmente por el aumento del a´rea (y radio) celular promedio.
La relacio´n < kN > / < kR > para las colonias que se propagan en medios conteniendo
cMC = 0.5% y cMC = 1.0% (medios de cultivo formando soles de metil celulos) es algo
mayor a la resultante para el medio con cMC = 0%, pero decrece abruptamente para el
medio gelificado (Tabla 2.1). El hecho de que en los medios soles la tasa de duplicacio´n
no disminuya tanto como la expansio´n radial de la colonia parece consistente con cierto
efecto de “frenado” al desplazamiento de las ce´lulas que ejerce la metil celulosa, efecto que
se vuelve mayor a medida que se incrementa cMC. Para analizar mejor esto, se grafico´ la
pendiente de la curva < R/R0 > en funcio´n del tiempo a t = 3500 min (S3500, corresponde
a la velocidad de crecimiento radial instanta´nea en ese tiempo) en funcio´n de la inversa
dela viscocidad dina´mica de los medios de cultivo (η−1), obtenie´ndose una relacio´n lineal
(Figura 2.9). Es importante notar que a t = 3500 min, las colonias crecen con un re´gimen
exponencial, las ce´lulas tienen un taman˜o aproximadamente constante y la influencia de las
ce´lulas “agrandadas” es pequen˜a. Bajo estas circunstancias, la disminucio´n de < kR > con
cMC esta´ determinada principalmente por la estructura y propiedades hidrodina´micas del
medio de cultivo.
En otra serie de experimentos, se estudio´ la propagacio´n de CQR-C, primero en medio
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cMC 10
4 < kN > 10
4 < kR > < kN > / < kR >
0 4.9 ± 0.3 2.2 ± 0.1 2.2 ± 0.2
0.5 4.4 ± 0.3 1.60 ± 0.05 2.8 ± 0.2
1.0 3.9 ± 0.3 1.50 ± 0.05 2.6 ± 0.3
2.5 ∼ 0 0.95 ± 0.05 0
Tabla 2.1: Constantes cine´ticas de primer orden < kN > y < kR > para CQRs en medios
con distintas concentraciones de MC.
Figura 2.10: Dependencia del radio promedio de la colonia < R > y de la regio´n central
3D de CQR-Cs con el tiempo de crecimiento. La flecha indica el momento en que se cambio´
el medio esta´ndar por medio gelificado.
esta´ndar durante 1000 min, y luego se cambio´ a medio gelificado y se siguio´ el crecimiento
durante ma´s de 20000 min. En el medio gelificado, los gra´ficos de < R > en funcio´n de t
muestran 2 l´ıneas rectas, la primera a t < 6000 min con una pendiente de 0.090 ± 0.005
µm min−1 y la segunda a partir de t = 6000 min con una pendiente de 0.064 ± 0.005
µm min−1 (Figura 2.10). Este cambio se asocia con la formacio´n de una barrera de ce´lulas
“agrandadas” en el borde de la colonia que frena el crecimiento del frente. El efecto de las
propiedades fisicoqu´ımicas y reolo´gicas del medio combinado con el que genera la barrera de
ce´lulas “agrandadas”, resulta en un efecto cooperativo que retrasa o frena la propagacio´n
del sistema. La velocidad de crecimiento del frente en medio gelificado para t > 6000 min
resulta 3 veces menor que los 0.20 ± 0.02 µm min−1 encontrados para las CQR-C en medio
esta´ndar. Adema´s, la expansio´n radial del nu´cleo 3D en funcio´n del tiempo tambie´n sigue
una relacio´n lineal. La velocidad de crecimiento es de 0.055 ± 0.005 µm min−1 para t >
6000 min, un valor similar al del borde de la colonia. La coincidencia de estos valores de
velocidad sumados a la baja tasa de duplicacio´n celular en el medio gelificado sugieren que
la expansio´n de la colonia podr´ıa involucrar tambie´n el desplazamiento de las ce´lulas desde
la regio´n interior hacia la regio´n del borde de la colonia, generando una corona efectiva 2D
de espesor constante que crece influenciada por estos efectos cooperativos de “frenado”.
Las CQLs crecen con velocidad constante tanto en el medio esta´ndar como en el gelificado,
con valores de < V F > = 0.220 ± 0.003 µm min−1 y < V F > = 0.126 ± 0.003 µm min−1
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Figura 2.11: < h > en funcio´n del tiempo de CQLs en medio esta´ndar y medio gelificado.
respectivamente (Figura 2.11). La < V F > de las CQLs en medio esta´ndar es similar a la
de las CQR-Cs, cuyo valor es 0.20 ± 0.02 µm min−1. Sin embargo, cuando ambos tipos
de colonias se propagan en medio gelificado, la velocidad de la colonia con geometr´ıa lineal
resulta casi el doble de la de la colonia con geometr´ıa circular (0.126 ± 0.003 µm min−1
contra 0.064 ± 0.005 µm min−1 para t > 6000 min). Esta diferencia puede deberse al mayor
nu´mero y al mayor taman˜o de ce´lulas “agrandadas” en las CQR-Cs respecto a las de las
CQLs, lo que generar´ıa un mayor efecto “frenado” en el avance del frente (Figura 2.6 y 2.7).
2.2.4. Ana´lisis de la duplicacio´n celular mediante inmunohisto-
qu´ımica
La duplicacio´n celular juega un papel importante en los cambios espacio-temporales que
acompan˜an el crecimiento 2D de las colonias tanto en medio esta´ndar como en medio gelifi-
cado, como puede observarse en las tinciones de Ki-67 de los cultivos. Ki-67 es una prote´ına
estrictamente asociada con la proliferacio´n celular y esta´ presente durante todos las fases
activas del ciclo celular (G1, S, G2 y mitosis) y ausente en las ce´lulas en reposo o quiescentes
(G0) [2.15].
Pra´cticamente todas las ce´lulas de las colonias creciendo en medio esta´ndar presentan, si
bien en diferentes niveles, expresio´n de Ki-67 (Figura 2.12). Este resultado era de esperar ya
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Figura 2.12: Ima´genes de la regio´n del borde de colonias de ce´lulas Vero en medio esta´ndar
y medio gelificado ten˜idas para el ant´ıgeno Ki-67.
que ce´lulas de una l´ınea celular cont´ınua como las Vero pueden duplicarse indefinidamente
en las condiciones adecuadas de cultivo. Sin embargo, las colonias con medio gelificado so´lo
presentan pequen˜os grupos de ce´lulas ten˜idas (es decir, activas para la duplicacio´n) y las
ce´lulas “agrandadas” parecen inactivas para la duplicacio´n celular. Esta inhibicio´n de la
duplicacio´n celular es consistente con la disminucio´n de < kN > a medida que cMC aumenta.
2.2.5. Movilidad celular en las colonias quasi-lineales
Las CQLs presentan la configuracio´n ma´s adecuada para evaluar los componentes de
velocidad paralelos y perpendiculares al frente. Por este motivo se obtuvieron las trayectorias
de las ce´lulas individuales de las secuencias de seguimiento in situ de CQLs tanto en medio
esta´ndar como en medio gelificado.
Las trayectorias de las ce´lulas de las colonias en medio esta´ndar tienden a ser bastante
cao´ticas en las regiones ma´s alejadas del frente y son bien direccionales en la regio´n del
borde (Figura 2.13a). La distribucio´n de los componentes de velocidad perpendiculares al
frente muestra un pico ancho corrido hacia valores positivos, con velocidades con valores
levemente negativos y cercanas a 0 para las ce´lulas del interior de la colonia, y velocidades
que alcanzan los 0.4 µmmin−1 para las ce´lulas en la regio´n del borde (Figura 2.13b). Adema´s,
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puede apreciarse que en el borde las ce´lulas describen trayectorias coordinadas, reflejando
movimientos en cierto grado colectivos. Estas diferencias esta´n en parte relacionadas con las
distintas densidades en distintas regiones de la colonia.
Las ce´lulas de las colonias que se propagan en medio gelificado presentan en los prime-
ros estadios trayectorias ma´s cortas (Figura 2.13c) y una distribucio´n de componentes de
velocidad perpendicular ma´s estrecha. El ma´ximo de la distribucio´n esta´ desplazado hacia
la derecha, aunque menos que para el caso del medio esta´ndar (Figura 2.13d). Adema´s las
trayectorias parecen ser ma´s independientes unas de otras, por lo que el movimiento colec-
tivo de las ce´lulas en medio gelificado es menor. A tiempos largos comienzan a aparecer las
ce´lulas “agrandadas” en las CQLs que se propagan en medio gelificado. Estas ce´lulas tienen
una trayectoria corta y se desplazan lentamente, actuando de barrera para las ce´lulas que
se encuentran detra´s de estas, impidiendo que avancen libremente en la direccio´n del fren-
te (Figura 2.13e). Las ce´lulas de taman˜o regular que se encuentran alrededor de la ce´lula
“agrandada” tienden a rodearla, generando trayectorias sesgadas en la direccio´n paralela al
frente. Los histogramas de velocidad perpendicular al frente muestran dos ma´ximos, uno en
valores algo menores a 0 producto de las ce´lulas detra´s de la ce´lula grande que no pueden
avanzar y otro a valores positivos que se origina en las ce´lulas de taman˜o regular que la ro-
dean (Figura 2.13f). Por lo tanto, la presencia de ce´lulas “agrandadas” en la regio´n del borde
de la colonia produce componentes at´ıpicos de las trayectorias individuales de las ce´lulas de
taman˜o regular.
El hecho de que la movilidad individual de las ce´lulas en el medio gelificado sea menor
que en el medio esta´ndar confirma la influencia de las caracter´ısticas reolo´gicas del medio
tanto en la movilidad celular como en el crecimiento del frente, al menos a tiempos cortos.
Los gra´ficos doble logar´ıtmicos de msd en funcio´n de ∆tR muestran una relacio´n lineal para
ambos medios, aunque el valor del msd para cada intervalo de tiempo siempre es superior
en el medio esta´ndar que en el medio gelificado (Figura 2.14). Esto indica que la movilidad
celular individual tambie´n es mayor en el medio esta´ndar que en el gelificado, de acuerdo con
lo que se hab´ıa observado en los histogramas de componentes de velocidad perpendicular al
frente. El valor de la pendiente de la relacio´n lineal entre el log msd y log ∆tR calculado
a intervalos de tiempo pequen˜os es de 1.46 ± 0.04 para el medio gelificado y 1.65 ± 0.04
para el medio esta´ndar. Estas pendientes con valores entre 1 (correspondiente al movimiento
aleatorio) y 2 (correspondiente a un movimiento bal´ıstico) indican que el movimiento de las
ce´lulas de las colonias en medio esta´ndar es ma´s direccional y bal´ıstico que aquellas en medio
gelificado.
La velocimetr´ıa por ana´lisis de ima´genes de part´ıculas (PIV) permitio´ obtener los campos
de velocidad de las colonias creciendo en medio esta´ndar y medio gelificado. Los campos
obtenidos se dividieron en dos regiones de aproximadamente 600 µm de largo, una en el
borde de la colonia y otra en una regio´n interior (Figura 2.15a). Los vectores de velocidad de
la regio´n interior de la colonia que se propaga en medio esta´ndar son cortos y no muestran
una direccio´n preferencial, mientras que en el borde los vectores son ma´s largos y orientados
en direccio´n perpendicular al frente. Lo contrario ocurre con los vectores de velocidad de
colonias en medio gelificado a t = 4800 min, ya que se observa una mayor orientacio´n en
la regio´n interior que en la del borde (Figura 2.15a). En medio gelificado a t = 540 min
el comportamiento es intermedio a los dos descriptos anteriormente, con algunos grupos de
ce´lulas orientadas tanto en el borde como en el interior de la colonia.
La presencia de MC en el medio disminuye notablemente el movimiento colectivo de
las ce´lulas en el borde. Los histogramas de a´ngulo de los vectores permiten cuantificar el
comportamiento observado en los campos de velocidad (Figura 2.15b). Valores cercanos a
90 ◦ indican vectores en la direccio´n y sentido del avance de frente, mientras que valores
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Figura 2.13: Trayectorias celulares individuales y distribuciones del componente de veloci-
dad perpendicular (componente y) al frente para CQLs en: (a, b) medio esta´ndar y (c, d, e,
f) medio gelificado. El seguimiento comenzo´ a t = 1050 min (a , b), 540 min (c, d) y 4800
min (e, f) y el ∆t = 30 min.
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Figura 2.14: Gra´ficos doble logar´ıtmicos del msd promedio de ce´lulas individuales en funcio´n
de ∆tR. Se utilizaron las trayectorias de ce´lulas presentes en el borde de CQL. Las l´ıneas con
pendiente 1, correspondiente a un movimiento aleatorio, y 2, correpondiente a un movimiento
bal´ıstico, sirven de gu´ıa.
cercanos a 270 ◦ indican vectores en la direccio´n perpendicular al frente pero en sentido
contrario. Los vectores paralelos al frente esta´n representados por a´ngulos cercanos a 0 ◦ (y
360 ◦) cuando apuntan en un sentido y por a´ngulos pro´ximos a 180 ◦ cuando apuntan en el
otro.
La distribucio´n de a´ngulos de los vectores en la regio´n interior de colonias en medio
esta´ndar muestra una distribucio´n que se extiende entre 0 ◦ y 360 ◦, indicando que las ce´lulas
se mueven en todas las direcciones, aunque hay cierta preferencia en los a´ngulos entre 0 ◦
y 180 ◦. Por otro lado, en la regio´n del borde se observa un marcado pico alrededor de 90
◦, por lo que pra´cticamente todas las ce´lulas se mueven en direccio´n del avance del frente.
Los vectores de la regio´n interna de las colonias en medio gelificado aumentan de taman˜o y
se orientan en la direccio´n del crecimiento del frente a medida que el t aumenta de 540 a
4800 min. Esto se observa con un incremento en la frecuencia de los a´ngulos en el intervalo
0 – 150 ◦, que es coherente con los grupos de ce´lulas orientadas que se van generando en
la regio´n interna de la CQL observados en la figura 2.5. El proceso inverso ocurre con los
vectores de la regio´n del borde de las colonias en medio gelificado. A medida que transcurre
el tiempo, los vectores de velocidad se vuelven ma´s pequen˜os y pierden su orientacio´n, lo
que se ve reflejado en el achatamiento del pico a 90 ◦ y la aparicio´n de vectores con a´ngulos
fuera del rango 45 – 135 ◦. Esto es coincidente con el efecto retardante constituido por el
aporte de la reolog´ıa del medio y la presencia de ce´lulas “agrandadas” que se comportan
como obsta´culos al desplazamiento de las ce´lulas regulares.
2.2.6. Ana´lisis de escalado dina´mico
Se graficaron los datos de rugosidad de colonias creciendo en medio esta´ndar y gelificado
(Figuras 2.3, 2.4 y 2.5) en funcio´n de L (Figura 2.16) y de t (Figura 2.17).
A partir de los datos de w en funcio´n de L se calculo´ el valor del exponente α, que resulto´
ser de 0.50 para las CQLs en medio esta´ndar y de 0.63 para las CQLs en medio gelificado
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Figura 2.15: a) Campos de velocidad de CQLs en medio esta´ndar a t = 1100 min y medio
gelificado a t = 540 min y t = 4800 min luego de remover la ma´scara de Teflon. b) Histogra-
mas de a´ngulos de los vectores de velocidad en distintas regiones de CQLs en medio esta´ndar
y gelificado. Puede observarse como aumenta la proporcio´n de vectores con a´ngulos entre 0 y
150 ◦ en la regio´n interior de las colonias al ir de medio esta´ndar a medio gelificado t= 540
min y t = 4800 min. El feno´meno inverso se observa en los vectores de la regio´n inversa.
CAPI´TULO 2. Metilcelulosa 134
Figura 2.16: Gra´ficos doble logar´ıtmicos de w en funcio´n de t para CQLs en medio esta´ndar
(a) y medio gelificado (b).
(Figura 2.16).
Los datos de w en funcio´n de t de las distintas curvas se colapsaron utilizando las re-
laciones de escalado de Family-Vicsek (Figura 2.17). Las curvas de las colonias en medio
esta´ndar colapsaron con valores de α = 0.50 y z = 1.5 y las de las colonias con medio
gelificado con α = 0.63 y z = 0.81. Las pendientes de las curvas permitieron obtener los
exponentes de crecimiento, con valores de β = 0.33 y β = 0.75 para el medio esta´ndar y
gelificado, respectivamente.
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Figura 2.17: Gra´ficos doble logar´ıtmicos de las relaciones de escalado de Family-Vicsek de
las rugosidades de CQLs en medio esta´ndar (a) y medio gelificado (b).
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2.3. Discusio´n
2.3.1. Influencia de las heterogeneidades espacio-temporales en la
propagacio´n de colonias 2D
La evolucio´n morfolo´gica de las colonias de ce´lulas Vero en medios con distintas con-
centraciones de metil celulosa muestran heterogeneidades espacio-temporales manifestadas
a nivel celular y a nivel de la colonia. El taman˜o, la morfolog´ıa y la orientacio´n de las ce´lulas
dependen tanto de la concentracio´n de MC como de la posicio´n en la colonia y del tiempo
de crecimiento.
Colonias quasi circulares (CQRs)
Las CQRs en medio esta´ndar en general inician su propagacio´n a partir de un conjunto de
ce´lulas con cara´cter´ısticas homoge´neas y permanecen pra´cticamente constantes en te´rminos
del taman˜o promedio de las ce´lulas y la densidad celular local, cuando N es bajo (Figura
2.1). A medida que el nu´mero de ce´lulas y la concentracio´n de metil celulosa aumentan, las
heterogeneidades empiezan a jugar un papel ma´s importante en la cine´tica de crecimiento.
Esto se pone de manifiesto por la transicio´n de una cine´tica de crecimiento exponencial a una
de crecimiento a < V F > constante con el aumento del nu´mero de ce´lulas. Esta transicio´n
ocurre a tiempos ma´s cortos al aumentar cMC. Tanto kN como kR disminuyen a medida que
se incrementa la concentracio´n de metil celulosa (Tabla 2.1). Esto indica que las propiedades
reolo´gicas del medio de cultivo ejercen un efecto de “frenado” en la propagacio´n de las
colonias producido como consecuencia de la disminucio´n de la tasa de duplicacio´n y de la
movilidad celular. En el medio gelificado kN << kR y el crecimiento del taman˜o de la colonia
se debe principalmente al aumento del taman˜o de las ce´lulas.
A medida que cMC aumenta, la transicio´n cine´tica de crecimiento exponencial a < V F >
constante ocurre a tiempos ma´s cortos y comienzan a aparecer ce´lulas grandes en el borde
de la colonia al final de la fase exponencial. Luego de la transicio´n, la colonia posee una
regio´n central de alta densidad celular con crecimiento 3D rodeada de una regio´n anular 2D
con ce´lulas de taman˜o regular y ce´lulas “agrandadas”. Las ce´lulas de taman˜o regular de la
regio´n anular exterior son las que contribuyen mayoritariamente a la expansio´n de la colonia
mediante sus desplazamientos y, aunque un tanto reducidas, duplicaciones (Figuras 2.1, 2.8,
2.10 y 2.11).
La expansio´n de las colonias en medio esta´ndar esta´ de acuerdo con varios modelos pro-
puestos para describir el crecimiento de agregados celulares in vitro [2.16]. En estos modelos,
las ce´lulas sufren inhibicio´n por contacto cuando la densidad local alcanza ciertos valores
cr´ıticos. Esta inhibicio´n de la duplicacio´n celular ocurre cuando las ce´lulas dejan de moverse
y sus a´reas disminuyen debido a las restricciones meca´nicas locales [2.17].
La presencia de metil celulosa en el medio de cultivo ejerce un efecto retardante o de
“frenado” en la propagacio´n de las colonias. Dependiendiendo de la edad de la colonia,
pueden distinguirse dos tipos de efectos de “frenado”. Un efecto tipo I que aparece a tiempos
cortos y se relaciona con la estructura compleja del medio de cultivo y un efecto tipo II que
aparece a tiempos largos vinculado a las ce´lulas “agrandadas”.
Las caracter´ısticas fisicoqu´ımicas de los medios de cultivo que contienen MC son res-
ponsables del efecto tipo I. La MC posee un grado intermedio de sustitucio´n de sus grupos
OH por grupos metoxi y en solucio´n acuosa genera una estructura tipo caja rodeando estos
grupos hidrofo´bicos, que aumenta yendo desde el sol al gel [2.12, 2.18, 2.19]. Esta estructura
aumentar´ıa el coeficiente de friccio´n relacionado a los desplazamientos y deformaciones de
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las ce´lulas. Esto es consistente con la relacio´n lineal entre la velocidad de avance del frente y
la inversa de la viscosidad dina´mica (Figura 2.9). El efecto tipo II se observa principalemente
en las CQR-Cs y CQLs y se discutira´ a continuacio´n.
Colonias quasi circulares con elevado nu´mero de ce´lulas (CQR-Cs)
En las CQR-Cs en medio gelificado, las ce´lulas “agrandadas” forman una especie de
barrera que perturba la movilidad de las ce´lulas de taman˜o regular hacia el frente de la
colonia (Figuras 2.2 y 2.6). Estas ce´lulas “agrandadas” resultan pra´cticamente inmo´viles
y son inactivas para la duplicacio´n celular (Figuras 2.12 y 2.13). Desde un punto de vista
f´ısico, se comportan como obsta´culos quasi-fijos que fuerzan a las ce´lulas de taman˜o regular a
realizar trayectorias ma´s largas y sesgadas para rodearlas y avanzar hacia el frente (Figuras
2.13, 2.14 y 2.15). El efecto de “frenado” tipo II esta´ relacionado a la aparicio´n de estas
ce´lulas “agrandadas” que en promedio frenan progresivamente el avance del frente (Figuras
2.2 y 2.6). Los valores de < V F > tanto del borde 2D de la colonia como de la regio´n
central e intermedia 2D/3D resultan muy similares (Figura 2.10). Teniendo en cuenta esto
y la baja tasa de duplicacio´n en las colonias en medio gelificado, es probable que las ce´lulas
de los dominios 3D desciendan a la regio´n 2D, interactuen con el substrato y participen en
la expansio´n de la colonia.
Colonias quasi lineales (CQLs)
En las CQLs, las ce´lulas “agrandadas” en la regio´n del borde se comportan de un modo
similar a las descriptas para las CQR-Cs, aunque en el caso del frente quasi-lineal la capa
de ce´lulas grandes es bastante discont´ınua, actuando como obsta´culos con pequen˜os espacios
libres entre ellos. A tiempos largos, los histogramas de a´reas celulares de las CQLs que se
propagan en medio gelificado presentan dos ma´ximos (Figura 2.7). Estos ma´ximos indican
la existencia de dos poblaciones celulares, una de taman˜os regulares y otras “agrandadas”
con a´reas 5 veces ma´s grandes que las normales.
Las trayectorias celulares y los campos de velocidades muestran que las ce´lulas grandes
presentes en el borde de la colonia producen un importante sesgo en la movilidad de las
ce´lulas de taman˜o regular en la direccio´n paralela al frente (Figuras 2.13 y 2.15). A medida
que las ce´lulas de taman˜o normal se mueven hacia el frente de la colonia, tienden a adquirir
formas elongadas debido a restricciones locales de espacio (Figuras 2.3, 2.4 y 2.5). Los datos
de movilidad confirman que las fuerzas de friccio´n generadas en el medio gelificado, as´ı como
la presencia de ce´lulas “agrandadas”, influencian en gran medida la magnitud y orientacio´n
local de los vectores de velocidades celulares. La deformacio´n del medio de cultivo gelificado
en direccio´n del desplazamiento del frente induce la orientacio´n colectiva de las ce´lulas en la
regio´n interior de la colonia, algo contrario a lo observado en el medio esta´ndar donde las
ce´lulas del interior no tienen direcciones preferenciales (Figuras 2.4, 2.5 y 2.15).
2.3.2. Modelos de Potts celulares que describen los resultados ex-
perimentales
Los CPM consideran que las interacciones biof´ısicas y moleculares individuales entre las
ce´lulas contribuyen a la energ´ıa libre de todo el sistema. Entonces, la evaluacio´n de la energ´ıa
libre del sistema a distintos tiempos permite determinar la probabilidad de que ocurra un
proceso global. Ciertos CPM generalizados tienen en cuenta diversos factores, tales como
el ciclo de duplicacio´n celular, la inhibicio´n por contacto, las interacciones ce´lula-ce´lula y
CAPI´TULO 2. Metilcelulosa 138
ce´lula-medio de cultivo, las propiedades del medio de cultivo, los cambios de energ´ıa libre
asociados con la forma y taman˜o celular y hasta la energ´ıa asociada a la movilidad celular
[2.8]. Diversos autores utilizaron simulaciones basadas en CPMs para estudiar los efectos
individuales y combinados de la compresio´n, la inhibicio´n por contacto y la movilidad en los
taman˜os celulares y el crecimiento de las colonias. Encontraron que cuando la compresio´n
celular se mantuvo constante, se observo´ que las celulas que se mov´ıan ra´pidamente ten´ıan
morfolog´ıas ahusadas y que el frente de la colonia crec´ıa ra´pidamente. Tambie´n se observo´ que
a mayor cantidad de espacio disponible, mayor era el taman˜o celular. Por otro lado, cuando la
compresio´n celular era baja y la movilidad restringida, como en el caso de las ce´lulas presentes
en el borde de la colonia con baja densidad celular en medio gelificado, se obtuvo una
distribucio´n bimodal de taman˜os celulares. Este marco teo´rico es cualitativamente consistente
con los datos experimentales presentados (Figuras 2.7, 2.8 y 2.13). En el medio gelificado,
la presencia de los efectos de “frenado” dificulta la movilidad celular, las macromole´culas de
MC disminuyen las interacciones ce´lula-ce´lula y el histograma de taman˜os celulares muestra
dos ma´ximos.
Las trayectorias celulares son cualitativamente consistentes con las predicciones de los
modelos de Potts publicados recientemente [2.7].Estos modelos describen corrientes de mo-
vimientos colectivos en monocapas epiteliales [2.20], y permiten concluir que la adhesio´n
intercelular modula el grado en que grupos de ce´lulas se mueven colectivamente en una mo-
nocapa. La disrupcio´n de los complejos de adhesio´n entre las ce´lulas disminuye el ancho
de las corrientes de ce´lulas movie´ndose colectivamente. Esta explicacio´n podr´ıa aplicarse al
desorden de los movimientos celulares y al incremento en la rugosidad del frente de la colonia
en el medio gelificado, incluso en ausencia de ce´lulas grandes (Figuras 2.4, 2.13 y 2.15). La
estructura de la MC interactu´a con las membranas celulares disminuyendo las interacciones
ce´lula-ce´lula en el borde de la colonia [2.21], que resultan menores que en las regiones ma´s
interiores de la colonia.
El ana´lisis realizado, aunque cualitativo, revela que las heterogeneidades espacio-temporales
afectan los procesos que ocurren tanto a nivel celular como de la colonia y sugieren la po-
sibilidad de unir las caracter´ısticas de la movilidad celular individual con la dina´mica de
expansio´n 2D de la colonia como un todo. En esta l´ınea, se desarrollaron diversos modelos
multiescala que permiten obtener ecuaciones de transporte cont´ınuas y no-lineales a par-
tir de propiedades microsco´picas que ocurren a nivel celular, derivadas del formalismo de
CPM [2.4, 2.5].
2.3.3. Dina´mica de rugosado de frentes de colonias 2D de ce´lulas
Vero
La evolucio´n de la rugosidad de las CQLs en medio esta´ndar y gelificado se estudio´
mediante ana´lisis de escalado dina´mico (AED, Figura 2.17). El AED indica que el crecimiento
en medio esta´ndar, dentro del rango de tiempo 1400 < t < 10000 min y para longitudes de
frente en el rango 150 < L < 20000 µm, arroja un conjunto de exponentes α = 0.50 ± 0.05 y
β = 0.33 ± 0.04. Estos exponentes son consistentes con las predicciones del modelo estandar
de KPZ, α = 0.50 ± 0.05, β = 0.33 y z = 1.5 [2.22]. Por otro lado, para las colonias creciendo
en medio gelificado dentro de los rangos 5000 < t < 10000 min y 200 < L < 20000 µm, se
encuentra un conjunto de exponentes α = 0.63 ± 0.04, β = 0.78 ± 0.05 y z = 0.80 ± 0.05.
Este conjunto de exponentes resulta similar al esperado para el modelo de KPZ con ruido
congelado (quenched-KPZ, QKPZ), es decir, α = 0.63 y β = 0.90 [2.22, 2.23], que describe
el crecimiento de una fase condensada en un medio desordenado, segu´n la ecuacio´n:
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Donde:
(a) Estar´ıa asociado con la parte o contribucio´n aleatoria de la movilidad celular.
(b) Estar´ıa asociado al componente bal´ıstico de la movilidad celular.
(c) F es la fuerza impulsora, que en este caso se relaciona principalmente con la proliferacio´n,
la movilidad celular y el aumento de taman˜o de las ce´lulas.
(d) Representa un ruido congelado que a diferencia del ruido te´rmico, η(x, t), su posicio´n
y fuerza de frenado es independiente del tiempo. Esta distribucio´n aleatoria de ruido
congelado o sitios de “frenado” es responsable del aumento local de la rugosidad del
frente y de la dina´mica de crecimiento de la colonia en general (Figura 2.18a) [2.10,
2.23, 2.24].
El efecto de “frenado” tipo I esta´ asociado a una disminucio´n en la colectividad de los
movimientos celulares y a la inhibicio´n gradual de la proliferacio´n celular con el incremento
de cMC. Esto contribuye a una disminucio´n de F y tambie´n cooperar´ıa con el efecto tipo II
en el te´rmino de ruido.
El efecto de “frenado” tipo II aparece una vez que se forman las ce´lulas “agrandadas”
en el borde de la colonia. Estas ce´lulas tienden a formar grupos que se comportan como
obsta´culos de baja movilidad (o ruido congelado) e influyen en las trayectorias de las ce´lulas
de taman˜o regular (Figura 2.18b). Las ce´lulas de las colonias en medio gelificado tienen
trayectorias con una contribucio´n aleatoria mayor que las de las ce´lulas creciendo en medio
esta´ndar (Figura 2.14). Los campos de velocidad y los histogramas de a´ngulos de los vectores
de velocidad en la regio´n del borde (Figura 2.15) muestran que el flujo de ce´lulas en direccio´n
del borde de la colonia disminuye con el tiempo. Este efecto esta´ de acuerdo con la transicio´n
de un modelo de KPZ en el medio esta´ndar a un modelo QKPZ en el medio gelificado.
2.4. Conclusiones
A lo largo de este cap´ıtulo se describio´ la influencia de los cambios morfolo´gicos a nivel
celular y a nivel de la colonia en la dina´mica de expansio´n de colonias quasi-circulares y
quasi-lineales 2D de ce´lulas Vero en medios con distintas concentraciones de MC.
La cine´tica de expansio´n de colonias quasi-circulares con bajo nu´mero de ce´lulas en
medios de cultivo con concentraciones de MC en el rango 0 ≤ cMC ≤ 1%, sigue una cine´tica
de crecimiento de primer orden tanto para N como para < R >. A tiempos cortos, la
expansio´n de la colonia esta´ principalmente gobernada por la proliferacio´n celular. A su vez,
la proliferacio´n celular disminuye gradualmente a medida que cMC aumenta. A tiempos largos
en el medio gelificado, la proliferacio´n celular disminuye pra´cticamente a 0 y el aumento del
taman˜o de las ce´lulas en la regio´n del borde es lo que determina la propagacio´n del frente.
A medida que la poblacio´n celular crece, se alcanza un re´gimen de crecimiento a < V F >
constante. Los desplazamientos celulares, el aumento de taman˜o y la duplicacio´n celular
contribuyen a la fuerza impulsora del avance del frente. En el medio gelificado, esta fuerza
impulsora se ve en parte contrarrestada por efectos de “frenado” tipo I y tipo II, y sus
contribuciones dependen de N, cMC y t. El efecto de frenado tipo I se manifiesta a todo t
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Figura 2.18: a) Esquema de una interfase (gris) creciendo con una fuerza impulsura F
en presencia de un ruido congelado (rojo). Adaptado de [2.25]. b) CQL creciendo en me-
dio gelificado. Las ce´lulas “agrandadas” (rojo) actu´an como un ruido congelado frenando el
crecimiento.
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y esta´ relacionado a la estructura del medio de cultivo, que inhibe la proliferacio´n celular
y disminuye la velocidad de las ce´lulas. En cambio, el efecto de frenado tipo II aparece
a tiempos largos cuando las ce´lulas grandes y lentas generan una barrera quasi-compacta
(CQR-C) o discont´ınua (CQL) en el borde de la colonia. Este efecto tipo II tiene singular
importancia en las colonias que se propagan en medio gelificado.
La distribucio´n local de taman˜os celulares y los datos de movilidad son cualitativamente
consistentes con algunas de las predicciones de los modelos extendidos de Potts celulares,
particularmente cuando consideran sen˜ales meca´nicas para la movilidad celular, la influencia
de las morfolog´ıas celulares en las distribuciones de densidades celulares y los efectos de las
adhesiones ce´lula-ce´lula.
Las caracter´ısticas de la movilidad celular cambian cuando se pasa del medio esta´ndar
al medio gelificado. Tambie´n cambia el conjunto de exponentes cr´ıticos (α, β, z ) que carac-
terizan la dina´mica de fluctuaciones de la rugosidad del frente de las colonias. El conjunto
de exponentes pasa de ser compatible con el modelo esta´ndar de KPZ en medio esta´ndar
a ser mejor descripto mediante el modelo QKPZ en el medio gelificado. Esta transicio´n en
la dina´mica de rugosado de KPZ a QKPZ esta´ relacionada al te´rmino de ruido generado
principalmente por el efecto de frenado tipo II. Este efecto se manifiesta principalmente en
los cambios en las caracter´ısticas de movilidad celular, vinculando de cierta manera los cam-
bios ocurridos en la escala microsco´pica (movilidad celular) con aquellos que ocurren en la
escala macrosco´pica (crecimiento y fluctuaciones del frente). Estos resultados, al igual que
aquellos reportados por otros empleando simulaciones basadas en el formalismo de CPMs,
alientan a buscar la relacio´n entre las caracter´ısticas microsco´picas y globales de la colonia
para entender mejor el comportamiento de los sistemas complejos.
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Cap´ıtulo 3
Modificacio´n del medio de crecimiento
mediante agentes solubles con
bioactividad
3.1. Introduccio´n
La estimulacio´n del crecimiento y la movilidad celular juega un rol importante en muchos
procesos fisiolo´gicos y patolo´gicos como la morfoge´nesis, el sanado de heridas o la propagacio´n
de tumores [3.1–3.4]. El factor de crecimiento epide´rmico (EGF) estimula un gran nu´mero de
tipos de ce´lulas que esta´n involucrados en estos procesos biolo´gicos [3.5–3.8]. El EGF se une
a un receptor tiros´ın quinasa de la membrana plasma´tica [3.9] y promueve la proliferacio´n y
migracio´n celular. Sin embargo, los mecanismos que desencadena el EGF dependen del tipo
de ce´lula ya que las respuestas son diferentes en ce´lulas normales y tumorales [3.10]. A partir
de ensayos de corte y cerrado de herida de ce´lulas de epitelio intestinal se mostro´ que el
EGF induce una movilidad celular que genera numerosos agujeros en la regio´n repoblada, en
comparacio´n con otras biomole´culas que tambie´n estimulan la migracio´n celular [3.11]. De
hecho, inmediatamente despu´es de una herida se secreta un grupo de factores de crecimiento
y conocer la influencia de cada uno en la movilidad celular es importante para interpretar
los mecanismos involucrados en el proceso de regeneracio´n [3.12].
Por otro lado, la movilidad de las ce´lulas individuales se ve afectado tanto por EGF
soluble [3.13, 3.14] o inmovilizado sobre la superficie [3.15], aumentando el desplazamiento
colectivo de la monocapa. Existen mole´culas de quimioatractantes que son capaces de guiar
la movilidad celular, unie´ndose a receptores de membrana que activan sen˜ales intracelulares.
Si bien los mecanismos de movilidad celular inducidos por quimioatractantes en ce´lulas
individuales se conocen en profundidad, los desplazamientos de grupos de ce´lulas, que son
ma´s frecuentes que los individuales [3.16, 3.17], no son del todo comprendidos [3.18]. Adema´s,
es importante tener en cuenta que las comunicaciones ce´lula-ce´lula aumentan la sensibilidad
de los sistemas celulares a los gradientes de quimioatractantes [3.18].
Se conoce que los desplazamientos colectivos ocurren mediante ra´fagas intermitentes en
ciertas regiones de la monocapa de ce´lulas, similares a los observados en el flujo de l´ıquidos
en sistemas porosos [3.19]. Este comportamiento es independiente del tipo de ce´lula y de la
naturaleza del substrato. Existen otros tipos de comportamientos universales que ocurren
tanto en sistemas vivos como inanimados [3.20–3.22]. Las partes constituyentes de los siste-
mas vivos interactu´an de una manera cooperativa y determinan el comportamiento global
del sistema.
Existen numerosos estudios donde se describen las rutas bioqu´ımicas del EGF y su re-
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ceptor [3.23, 3.24], sin embargo, poco se conoce acerca de los efectos de esta biomole´cula
en la dina´mica global de colonias de diferentes geometr´ıas y poblaciones celulares [3.25]. En
este cap´ıtulo se estudia la propagacio´n del frente y la evolucio´n de la rugosidad de colonias
de distintas geometr´ıas que permanecen confluentes en medios con distintas concentraciones
de EGF (cEGF). Los resultados muestran que en ciertos intervalos de cEGF, la dina´mica de
crecimiento del frente depende del nu´mero de ce´lulas y la densidad celular iniciales. Adema´s,
la presencia de EGF induce numerosos cambios en el fenotipo de las ce´lulas, alterando sus
caracter´ısticas morfolo´gicas y de movilidad, el taman˜o y cantidad de contactos focales. Todos
estos cambios a nivel celular se traducen en cambios en todo el sistema que conforma la co-
lonia. En ciertas cEGF los desplazamientos celulares se vuelven ma´s bal´ısticos y persistentes,
y aumenta la magnitud de los desplazamientos netos laterales o paralelos al frente. Estos
cambios producidos por la presencia de EGF influencian la dina´mica de rugosado del frente,
que si bien cumple con las predicciones de la ecuacio´n esta´ndar de KPZ como las colonias en
medio sin EGF, lo hace en otra escala de L y t. Mientras que en ausencia de EGF se cumple
en los rangos 0 < t < 104 min y 102 < L < 103 µm, en presencia de 2 ng mL−1 de EGF lo
hace en los rangos 0 < t < 4500 min y 350 < L < 1800 µm y en presencia de 10 ng mL−1 de
EGF lo hace en los rangos 0 < t < 3200 min y similares valores de L. Adema´s, la rugosidad
en ausencia de EGF satura en el rango de 200 < L < 400 µm y para L mayores aumenta
sin saturacio´n hasta al menos 6000 min. Por otro lado, en presencia de 2 o 10 ng mL−1 de
EGF la rugosidad aumenta sin saturacio´n para L < 900 µm y para valores mayores de L se
alcanza la saturacio´n a t < 3000 min.
3.2. Resultados
3.2.1. Colonias quasi circulares
Morfolog´ıa
Se estudio´ el efecto de la presencia de EGF en las CQRs, suplementando el medio de
cultivo con 0, 0.08, 0.4, 2 y 10 ng mL−1 EGF y siguiendo las colonias por microscop´ıa o´ptica,
desde los primeros estadios de crecimiento hasta 10000 min (Figura 3.1). Las CQRs con
N0 < 100 ce´lulas y densidad celular < 0.0007 ce´lulas µm
2 que se propagan en medio de
cultivo con cEGF ≥ 0.4 ng mL−1 se disgregaron perdiendo confluencia, por lo que no puede
aplicarse la definicio´n de contorno que se dio´ en Materiales y Me´todos y se tendra´n en cuenta
otros procesos. La tendencia a disgregarse es mayor a medida que aumenta cEGF. Este hecho
impide que pueda estudiarse la cine´tica de crecimiento de estas colonias mediante el radio
promedio, ya que la interfase medio-colonia se vuelve muy rugosa y dif´ıcil de definir, adema´s,
se apartan considerablemente de la morfolog´ıa circular. Por este motivo, para estudiar la
cine´tica de crecimiento de colonias en medios suplementados con cEGF ≥ 0.4 ng mL−1 son
necesarias colonias con mayor nu´mero de ce´lulas y ma´s compactas.
Respecto a las caracter´ısticas morfolo´gicas de las ce´lulas individuales, en presencia de
cEGF > 2 ng mL
−1 las a´reas celulares fueron menores que en ausencia de EGF. Del mismo
modo, los contactos ce´lula-ce´lula disminuyeron con el tiempo y un mayor nu´mero de ce´lulas
presento´ filopodios de gran longitud. La tincio´n de la prote´ına vinculina aporto´ informacio´n
acerca de los contactos focales entre las ce´lulas vecinas y entre las ce´lulas y el substrato
(Figura 3.2). El nu´mero de contactos focales aumento´ y su taman˜o disminuyo´ a medida
que la cEGF se incremento´ de 0 a 2 ng mL
−1. La distribucio´n de contactos focales tambie´n
dependio´ de cEGF. En las ce´lulas en medio sin EGF la distribucio´n de contactos focales fue
homoge´nea en la regio´n citoplasma´tica alrededor del nu´cleo. En contraste, en presencia de
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Figura 3.1: Secuencia de ima´genes de CQRs con N0 similar, en medios de cultivo suple-
mentados con distintas concentraciones de EGF. Las cEGF y el t al que fueron tomadas las
ima´genes se muestran en la figura.
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EGF un gran nu´mero de ce´lulas presento´ una distribucio´n asime´trica de contactos focales,
coincidente con una expansio´n asime´trica del citoplasma celular y del citoesqueleto de actina
(Figura 3.2).
En la figura 3.3 se muestran secuencias de ima´genes de colonias de ce´lulas HeLa t´ıpi-
cas con N0 y densidades celulares adecuados para estudiar su dina´mica de crecimiento en
medios suplementados con distintas concentraciones de EGF. En los primeros estadios de
crecimiento, para las colonias en ausencia de EGF (Figuras 3.1 y 3.3a), el a´rea celular pro-
medio permanecio´ pra´cticamente constante, pero la densidad celular aumento´ en el interior
de la colonia y disminuyo´ en la regio´n del borde. Luego, en estadios ma´s avanzados, pudo
distinguirse la aparicio´n de una incipiente fase 3D en el interior de la colonia.
Por otro lado, en las colonias que se propagan en medio de cultivo con cEGF = 0.4 ng mL
−1
se observo´ una disminucio´n de la densidad celular en toda la colonia hasta aproximadamente
2000 minutos luego del agregado del medio suplementado con EGF. Luego, la densidad
celular aumento´, aunque permanecio´ bastante uniforme en toda la extensio´n de la colonia.
En la figura 3.3c se muestra una colonia con N0 ∼ 1300 ce´lulas y densidad celular cercana
a 0.00272 ce´lulas µm−2 que se propaga en medio de cultivo con cEGF = 10 ng mL
−1. Esta
colonia presenta inicialmente una ligera disminucio´n de la densidad celular en las regiones del
borde y luego un gran aumento en la densidad en la regio´n interior y la formacio´n de una fase
3D homoge´neamente distribuida de ce´lulas quasi-redondeadas de aproximadamente 10 µm
de dia´metro. Es importante destacar que la evolucio´n de la morfolog´ıa celular y la dina´mica
de formacio´n de la fase 3D difieren considerablemente de las observadas en ausencia de EGF
o a cEGF relativamente bajas. En ausencia de EGF la fase 3D esta´ conformada por densos
agregados celulares, mientras que en presencia de EGF la fase 3D esta´ constitu´ıda por un
gran nu´mero de ce´lulas redondeades y disgregadas.
Cine´tica de propagacio´n de las colonias
Las CQRs de ce´lulas HeLa con valores de N0 adecuados para obtener colonias confluentes
durante todo el tiempo de seguimiento permitieron comparar la cine´tica de crecimiento de
colonias en medios de cultivo suplementados con distintas cEGF. Por este motivo, se siguieron
colonias con < R0 > en el rango 200-600 µm y N0 > 75 ce´lulas. La representacio´n de log <
R > versus el t (Figura 3.4) permite apreciar mejor los cambios en la cine´tica de crecimiento.
Las colonias en medio sin agregado de EGF se siguieron durante aproximadamente 10 d´ıas.
El crecimiento de < R > de la colonia en funcio´n de t (Figura 3.4) siguio´ una cinetica quasi-
exponencial desde t0 hasta tc, pero para t > tc y < R > > < Rc >, alcanzo´ una velocidad
de propagacio´n constante. Esto u´ltimo puede observarse como una desviacio´n de la relacio´n
lineal entre el log < R > en funcio´n de t. De la relacio´n exponencial de los datos se obtuvo
una constante de velocidad promedio < kR > = 4.2 10
−4 min−1.
El comportamiento del radio de la colonia es ma´s complicado en presencia de EGF. En
general, la velocidad de crecimiento del radio promedio de la colonia aumenta con cEGF, pero
exhibe comportamientos que dependen de N0 y de la densidad celular. Las CQRs en medio
con cEGF = 0.08 ng mL
−1 muestran una dependencia de < R > versus t similar a la observada
en colonias en medio sin EGF. La cine´tica de crecimiento de estas colonias tambie´n presento´
un re´gimen exponencial de la velocidad de avance del frente seguido de uno a velocidad
constante. Para densidades iniciales relativamente bajas, como 0.0011 y 0.00071 ce´lulas µm−2,
durante los primeros estadios de crecimiento (t < 3500 min) se observo´ un incremento de la
velocidad de avance del frente (< V F >) ma´s ra´pido que el esperado de la relacio´n exponencial
de < R > en funcio´n de t. Las colonias ma´s grandes y compactas no presentaron esta cine´tica
de crecimiento supraexponencial. Adema´s, a valores mayores de N0 o de densidad celular de
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Figura 3.2: a) Ima´genes de fluorescencia del citoesqueleto de actina, la prote´ına vinculina
y la composicio´n con la tincio´n del nu´cleo de las ce´lulas en medios de cultivo con cEGF =
0,2 ng mL−1. b) Densidad de contactos focales en ce´lulas sembradas en medio de cultivo con
cEGF = 0, 0.4 y 2,0 ng mL
−1.
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Figura 3.3: Evolucio´n del crecimiento de CQRs en medios de cultivo suplementados con
cEGF: a) 0; b) 0.4; y c) 10 ng mL
−1.
CAPI´TULO 3. Factor de crecimiento epide´rmido 150
Figura 3.4: Gra´ficos de log < R > en funcio´n de t para CQRs de ce´lulas HeLa en medios
de cultivo suplementados con distintas cEGF. Se muestran ampliadas las curvas a tiempos de
crecimiento cortos para facilitar la observacio´n del comportamiento exponencial o supraex-
ponencial.
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la colonia, menor es tc. Las colonias con N0 ∼ 1700 ce´lulas presentaron so´lo la cine´tica a
< V F > constante, independientemente del tiempo de crecimiento.
Las colonias en medio de cultivo con cEGF = 0.4 y 2 ng mL
−1 y valores similares de N0
y densidad celular presentaron una relacio´n supraexponencial de < R > en funcio´n de t en
el intervalo de tiempo 0 < t < 2000 min. Este comportamiento tambie´n se observo´ para las
CQRs en cEGF = 10 ng mL
−1 y t < 2500 min. Luego de este breve per´ıodo de tiempo, se
alcanza el re´gimen de crecimiento exponencial. A diferencia de las CQRs con cEGF = 0 ng
mL−1 donde la cine´tica de propagacio´n se manten´ıa exponencial para < R > < 300 – 400
µm, para 0.4 < cEGF < 10.0 ng mL
−1 la transicio´n cine´tica del re´gimen exponencial al de
< V F > constante ocurre a < R > superiores a 1000 µm.
Para visualizar mejor el apartamiento del crecimiento exponencial en los estadios iniciales
del crecimiento, en la figura 3.5 se graficaron curvas t´ıpicas de log < R > en funcio´n de t
para CQRs en medio de cultivo con cEGF = 0, 0.4 y 10 ng mL
−1 y se incluyeron ima´genes
t´ıpicas de la evolucio´n de una CQR en medio de cultivo con cEGF = 0.4 ng mL
−1. La colonia
en medio sin EGF muestra inicialmente una relacio´n lineal entre log < R > y el tiempo
de crecimiento, asociado con el re´gimen cine´tico exponencial. Luego, al alcanzar valores de
< R > cercanos a 300 µm se aparta de la relacio´n lineal, lo que esta´ relacionado con la
transicio´n al re´gimen cine´tico de < V F > constante. En contraste, en presencia de EGF
tanto cEGF = 0.4 ng mL
−1 como cEGF = 10 ng mL
−1, puede observarse un comportamiento
supraexponencial en los primeros estadios de crecimiento, seguido del ya mencionado re´gimen
exponencial. Este apartamiento del re´gimen exponencial a tiempos cortos puede relacionarse
con la disminucio´n de la densidad celular en las colonias para t entre 0 y 20 horas (Figura
3.5). Adema´s, puede observarse que a mayor cEGF mayor es el valor de < R > necesario
para alcanzar el re´gimen cine´tico < V F > constante. En la figura 3.5 se incluye, adema´s, la
representacio´n de la ecuacio´n propuesta por Drasdo et. al. [3.26] modificada para describir
la contribucio´n de la migracio´n celular en los estadios iniciales y a tiempos ma´s largos la
transicio´n de re´gimen cine´tico exponencial a < V F > constante. Este tema se trata luego en
mayor profundidad.
En resumen, la cine´tica de crecimiento de las colonias depende del valor de cEGF, del
radio inicial y de la evolucio´n de la densidad celular en la colonia. El desarrollo de hete-
rogeneidades espacio-temporales acompan˜a el crecimiento de la colonia. En la tabla 3.1 se
muestran < R0 >, < N0 >, la densidad celular inicial y el tipo de cine´tica de crecimiento
que tienen las colonias creciendo en medios de cultivo con distintas cEGF. Valores altos de
N0 y densidades iniciales favorecen la transicio´n cine´tica del re´gimen exponencial a < V F >
constante. Adema´s, el tc al que ocurre la transicio´n aumenta con cEGF. La presencia de EGF
modifica la cine´tica global de crecimiento mediante el incremento de la tasa de duplicacio´n
celular y la dispersio´n de las ce´lulas, y su influencia depende de la poblacio´n y densidad
celular iniciales. Se puede inferir que la dispersio´n se relaciona con un aumento en la movi-
lidad celular y cambios en las interacciones ce´lula-ce´lula y ce´lula-substrato. Estos cambios
en el fenotipo celular inducidos por el EGF se reflejan en la cine´tica de crecimiento de las
CQRs, que exhiben un re´gimen supraexponencial a tiempos cortos, un aumento general en
la velocidad de crecimiento y un aumento del tc.
La evolucio´n de los perfiles de densidad celular de CQRs en medio de crecimiento con
cEGF = 0.4 y 2 ng mL
−1 (Figura 3.6) depende de N0 y de la densidad celular inicial, lo que es
consistente con las caracter´ısticas cine´ticas descriptas. Las colonias con bajo N0 (152 ce´lulas)
y alta densidad celular (0.00131 ce´lulas µm−2) mostraron un descenso abrupto de la densidad
celular seguido de un incremento sostenido hasta alcanzar a t ∼ 5000 min valores similares
o superiores a los observados a t0. Esta disminucio´n de la densidad celular observada en los
perfiles de la figura 3.6, se relaciona con el comportamiento supraexponencial de < R > en
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Figura 3.5: Gra´ficos de log < R > en funcio´n de t para cEGF = 0, 0.4 y 10 ng mL
−1. Los
trazos discont´ınuos en verde y rojo corresponden a la adaptacio´n de las ecuaciones propuestas
por Drasdo et. al. [3.26] (los detalles se incluyen en el texto). Se incluyen las ima´genes
relacionadas a los reg´ımenes cine´ticos distintivos de la evolucio´n de una colonia en medio
con cEGF = 0.4 ng mL
−1. En las ima´genes aumentadas pueden apreciarse los cambios en la
morfolog´ıa y densidad celular.
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cEGF R0 / mµ N0 ρ / ce´lulas µ m
−2 Cine´tica de crecimiento
0.08 135 63 0.00110 SE, E
0.08 182 74 0.00071 SE, E
0.08 299 360 0.00128 E, C
0.08 308 523 0.00175 E, C
0.08 510 1637 0.0200 C
0.4 184 202 0.00190 SE, E
0.4 192 152 0.00131 SE, E
0.4 317 249 0.00079 SE, E
0.4 322 495 0.00152 SE, E
0.4 429 430 0.00074 SE, E, C
2 162 84 0.00101 E, C
2 215 374 0.00257 SE, E
2 273 97 0.00041 E
2 291 261 0.00081 SE, E
2 387 1234 0.00262 C
2 457 934 0.00142 E
2 552 852 0.00089 E
2 399 515 0.00103 E, C
10 396 1338 0.00272 SE, E, C
10 502 1425 0.00180 E, C
Tabla 3.1: Condiciones iniciales y caracter´ısticas de la cine´tica de crecimiento de colonias
en medios de cultivos con distintas cEGF. Se incluyen el radio < R0 >, el nu´mero de ce´lulas
< N0 > y la densidad celular (ρ0) iniciales de la colonia. Las colonias presentaron una
cine´tica de crecimiento supraexponencial (SE), exponencial(E) y/o con < V F > constante
(C).
funcio´n de t en los estadios iniciales de crecimiento y tambie´n puede apreciarse en la secuencia
de ima´genes de la figura 3.5. Por el contrario, para las colonias con alto N0 (430 ce´lulas) y
baja densidad inicial (0.00074 ce´lulas µm−2) y medio de cultivo con cEGF 0.4 ng mL
−1, no se
observa un descenso abrupto de la densidad celular en los estadios iniciales de crecimiento.
Paralelamente, la curva de log < R > en funcio´n de t solo muestra un re´gimen de crecimiento
exponencial seguido de la transicio´n a uno de < V F > constante. Esta transicio´n se asocia
con el establecimiento de un gradiente de densidad celular ma´s o menos constante a t ∼
2871-3371 min. La influencia de N0 y la densidad celular inicial tambie´n puede observarse en
las colonias que se propagan en medio con 2 ng mL−1 de EGF. La colonia con menor N0 (261
ce´lulas) y relativamente baja densidad celular inicial (0.00081 ce´lulas µm−2) presenta una
disminucio´n marcada de los perfiles de densidad, que se traduce en un claro comportamiento
supraexponencial en la curva de < R > vs t. Por otro lado, la colonia con N0 ma´s grande
(374 ce´lulas) y gran densidad celular inicial (0.00257 ce´lulas µm−2) muestra un descenso
de la densidad celular que se ve reflejado en un leve apartamiento del re´gimen exponencial
a tiempos cortos. Para todas las CQRs cuyo gradiente de densidad var´ıa con el tiempo, se
encontro´ una cine´tica de crecimiento exponencial, independientemente de cEGF. Sin embargo,
a mayor cEGF menor es la densidad celular en la regio´n del borde. Por otro lado, las colonias
con una cine´tica a < V F > constante presentaron un gradiente de densidad que permance
constante en el tiempo, de acuerdo con lo propuesto en [3.26]. Es importante resaltar que
so´lo pueden evaluarse los perfiles de densidad de las colonias en las que es posible contar de
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manera confiable el nu´mero de ce´lulas. Desafortunadamente, la aparicio´n de dominios 3D en
las colonias con N0 muy grande y a t >> t0 vuelve el conteo de ce´lulas dif´ıcil e incierto.
3.2.2. Colonias quasi lineales
Las CQLs tienen un elevado nu´mero de ce´lulas y un taman˜o constante de frente, lo que im-
plica que la colonia se propaga en un espacio libre constante. Los experimentos realizados con
estas colonias permiten analizar los para´metros de movilidad celular mediante el seguimiento
manual de las ce´lulas y la velocimetr´ıa por ana´lisis de ima´genes de part´ıculas [3.27]. Estos
datos permitieron analizar con ma´s detalle la influencia de las heterogeneidades espacio-
temporales tanto en la mofolog´ıa celular a nivel local como en la dina´mica de propagacio´n
del frente de la colonia.
Morfolog´ıa
En la figura 3.7 se muestra la influencia de la cEGF en la evolucio´n morfolo´gica de las
CQLs. El efecto en las morfolog´ıas celulares en la regio´n del borde es comparable en cierto
modo al descripto para las CQRs.
En ausencia de EGF, las ima´genes de la colonia tomadas 1440 min despue´s de retirar
la ma´scara de Teflon muestran una disminucio´n gradual de la densidad celular yendo desde
la regio´n interior de la colonia hacia el borde. En el borde, muchas ce´lulas presentaron
un citoplasma extendido y una orientacio´n coincidente con la direccio´n de propagacio´n del
frente. Tambie´n se encontraron grupos de ce´lulas en el interior de la colonia orientadas hacia
el frente de la misma. A tiempos ma´s largos, t = 3600 min, aumento´ la densidad celular en
la regio´n interior de la colonia donde tambie´n pudo observarse la formacio´n de agregados
3D, mientras que las ce´lulas del borde incrementaron su taman˜o promedio.
Las colonias en medio con cEGF = 2 y 10 ng mL
−1 presentaron, al igual que las colonias
en medio de cultivo con cEGF = 0 ng mL
−1, una mayor densidad celular en las regiones
interiores que en el borde (Figura 3.7). Pero en presencia de EGF disminuyo´ el taman˜o
celular promedio y el nu´mero y taman˜o de dominios con ce´lulas orientadas. Adema´s, muchas
ce´lulas en regiones internas de la colonia presentan largos filopodios que conectan unas ce´lulas
con otras a largas distancias. Estos comportamientos distintivos se vuelven ma´s marcados a
t = 3600 min. En este caso aparece un gran nu´mero de ce´lulas redondeadas, que esta´n en
duplicacio´n o interactuando pobremente con el substrato y formando pequen˜os aglomerados.
Por otra parte, la presencia de EGF genera una regio´n 2D de baja densidad en el borde de
la colonia mas extensa y provoca que algunas ce´lulas individuales o en pequen˜os grupos se
separen del borde de la colonia, generando un frente menos confluente.
Cine´tica de propagacio´n de las colonias
La velocidad de desplazamiento promedio de los frentes de las CQLs se mantiene cons-
tante independientemente de cEGF, aunque su magnitud aumenta de < V F > = 0.11 µm
min−1 para cEGF = 0 ng mL
−1 y cEGF = 0.08 ng mL
−1 a < V F > = 0.18 µm min
−1 para
cEGF = 0.4 ng mL
−1, y a < V F > ∼ 0.26 µm min−1 para cEGF = 2, 10 o 50 ng mL−1 (Figura
3.8). Para las cEGF ma´s altas, el frente de la colonia se vuelve muy rugoso y presenta muchas
ce´lulas desprendidas del borde, lo que dificulta trazar el borde de la colonia.
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Figura 3.6: a) Gra´ficos de log < R > en funcio´n de t para colonias de ce´lulas HeLa con
distinto N0 creciendo en medios de cultivo con diferentes cEGF. b) Perfiles de densidad de
las colonias analizadas en (a).
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Figura 3.7: Ima´genes de CQLs creciendo en medio de cultivo con distintas cEGF tomadas a
t = 1440 min y t = 3600 min luego de t0. Las flechas indican la altura promedio del frente de
la colonia a t = 1440 min. Se muestran regiones aumentadas del borde (rojo) y seno (azul)
de las colonias.
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Figura 3.8: Alturas promedio < h > en funcio´n del tiempo de CQLs creciendo en medios
de cultivo con distinta cEGF. Se incluyen los errores esta´ndar en las barras de error.
Movilidad celular
Se obtuvieron las trayectorias de ce´lulas individuales en CQLs que se propagan en medios
de cultivo suplementados o no con EGF. Estas colonias tienen una geometr´ıa adecuada
para evaluar los componentes de velocidad paralelos y perpendiculares al frente. Las ce´lulas
seleccionadas para su seguimiento estaban ubicadas en las primeras tres filas de ce´lulas desde
el borde de la colonia.
En medio con cEGF = 0 ng mL
−1 las ce´lulas ubicadas en las regiones interiores de la colonia
presentan desplazamientos aleatorios, trayectorias cortas y poco efectivas, mientras que las
ubicadas en el borde tienen trayectorias ma´s largas y direccionales. La movilidad celular
esta´ fuertemente relacionada con las heterogeneidades espacio-temporales de la colonia. As´ı,
mientras que la movilidad de las ce´lulas es escasa en el interior denso de la colonia, en la
regio´n del borde, donde el gradiente de densidad celular es grande, se favorece la movilidad.
Se analizaron las trayectorias celulares de colonias en medio con cEGF = 2 ng mL
−1 y
distintas densidades celulares iniciales en la regio´n del borde, una de densidad intermedia-
alta, 0.0012 ce´lulas µm−2 y otra de densidad baja, 0.00067 ce´lulas µm−2. Los histogramas de
los componentes de velocidad V per y V par se muestran en la figura 3.9a y los valores promedio
(< V >) y las desviaciones estandar (S) para distintas cEGF en la figura 3.9b. Las ce´lulas de
las colonias con densidades iniciales cercanas a 0.0012 ce´lulas µm−2 presentan, en ausencia de
EGF, un valor de < V per > = 0.077 µm min
−1 que se incrementa a 0.21 µm min−1 en medio
con cEGF = 2 ng mL
−1. Para esta cEGF, la disminucio´n de la densidad a valores cercanos
a la mitad (0.00067 ce´lulas µm−2) produce un aumento de < V per > a valores de 0.26 µm
min−1. Por otro lado, los valores de < V par > fueron cercanos a 0 independientemente de
las condiciones experimentales. Las desviaciones estandar tanto de V per como de V par de las
trayectorias obtenidas en medio con EGF fueron aproximadamente el doble de las obtenidas
para el medio con cEGF = 0 ng mL
−1, independientemende de la densidad celular de la regio´n
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del borde.
Si bien del ana´lisis de las ce´lulas del borde de la colonia el valor de < V par > resulto´
muy cercano a 0, varias trayectorias celulares presentan desplazamientos laterales netos con-
siderables. Para observar esta diferencia se vuelve entonces necesario promediar sobre las
trayectorias en lugar de sobre los tiempos. En la figura 3.10 se muestran las velocidades pa-
ralelas o perpendiculares promedio de las trayectorias de las ce´lulas en el borde de la colonia
(< V trpar > y < V
tr
per >). Para determinarlos se calculan las distancias paralelas o perpen-
diculares recorridas por las ce´lulas a lo largo de sus trayectorias, se dividen las distancias
por el tiempo de seguimiento de las trayectorias y finalmente se promedian los resultados
obtenidos. En medio sin EGF se obtuvo: < V trpar > = 0.027 ± 0.002 µm min−1 y < V trper > =
0.084 ± 0.003 µm min−1. En medio con 2 ng mL−1 de EGF se obtuvo: < V trpar > = 0.079 ±
0.004 µm min−1 y < V trper > = 0.201 ± 0.006 µm min−1 en la colonia con ρ = 0.0012 µm−2.
Para la colonia con cEGF = 2 ng mL
−1 y ρ = 0.00067 µm−2 se obtuvo: < V trpar > = 0.089 ±
0.006 µm min−1 y < V trper > = 0.254 ± 0.008 µm min−1. En presencia de EGF, < V trpar > y
< V trper > resultaron superiores a los obtenidos en ausencia de EGF.
Las representaciones de log < msd > en funcio´n de log ∆tR de las trayectorias celulares
presentan una relacio´n lineal independientemente de la presencia o no de EGF y de la
densidad celular en el borde de la colonia (Figura 3.11a). Las pendientes de estas curvas
fueron de 1.74 ± 0.04 y de 1.81 ± 0.01 para la colonia en medio con cEGF = 0 ng mL−1 y
cEGF = 2 ng mL
−1, respectivamente. A pesar de tener la misma pendiente, los valores de
msd de la colonia en medio con EGF de menor densidad (0.00067 ce´lulas µm−2) son mayores
que aquellos de la colonia con mayor densidad (0.0012 ce´lulas µm−2), lo que es consistente
con la mayor velocidad de las ce´lulas en la colonia menos densa.
En la figura 3.11b se grafico´ la probabilidad de que una ce´lula del borde cambie en ma´s
de 45 ◦ la direccio´n de su trayectoria en un determinado intervalo de tiempo, denominado
tiempo de persistencia. La probabilidad de que en 30 min las ce´lulas del borde de las colonias
en medio sin EGF cambien la direccio´n de su trayectoria es de 0.63. Esta probabilidad es
de 0.45 y 0.35 para las ce´lulas de las colonias que se propagan en medio de cultivo con cEGF
= 2 ng mL−1 y con densidades celulares de 0.0012 ce´lulas µm−2 y 0.00067 ce´lulas µm−2,
respectivamente. La probabilidad desciende ma´s ra´pidamente a medida que se aumenta el
tiempo de persistencia en las colonias que se propagan en medio de cultivo sin agregado de
EGF en comparacio´n con las medidas en medio de cultivo con EGF. De hecho, en ausencia
de EGF la probabilidad de persistencias de 60 min o mayores es siempre menor que en
presencia de EGF. Entonces, las persistencias ma´s largas se encontraron en las colonias
de menor densidad celular creciendo en presencia de EGF. El gra´fico de la persistencia en
funcio´n de la distancia de desplazamiento celular en ese intervalo de tiempo (Figura 3.11c)
muestra que para cualquier valor de persistencia, las ce´lulas en presencia de EGF recorren
una distancia mayor que aquellas en ausencia de EGF. Adema´s puede observarse que las
trayectorias ma´s persistentes son las que recorren distancias mayores.
La velocimetr´ıa por ana´lisis de ima´genes de part´ıculas permite analizar los campos de
velocidades tanto en las regiones del borde de la colonia como en las ma´s interiores. Los
campos de velocidad muestran que la velocidad celular promedio aumenta en presencia de
EGF (Figura 3.12). En el mapa de colores las zonas con baja movilidad esta´n en escala de
azules y las zonas con alta movilidad en escala de rojos. Puede observarse que en presencia
de EGF la regio´n del borde con alta movilidad celular es superior a 400 µm, un valor al
menos dos veces ma´s grande que los 200 µm observados en ausencia de EGF.
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Figura 3.9: a) Histogramas de los componentes de velocidad perpendicular y paralela al
frente obtenidos de las trayectorias de ce´lulas ubicadas en el borde de CQLs en medio con cEGF
= 0 y 2 ng mL−1 y distinta densidad celular. b) Valores promedio (< V >) y desviaciones
estandar (S) de los componentes de velocidad perpendicular y paralela al frente.
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Figura 3.10: Velocidad perpendicular y paralela al frente de las ce´lulas del borde de CQLs
en medio con cEGF = 0 y 2 ng mL
−1 y distinta densidad celular.
Ana´lisis del rugosado del frente de crecimiento
El crecimiento de CQLs de ce´lulas HeLa en medio sin agregado EGF cumple, al menos
para ciertos rangos de t y L, con la dina´mica de crecimiento prevista por la ecuacio´n de
KPZ. La ecuacio´n de KPZ tambie´n describe la dina´mica de crecimiento de las colonias en
presencia de EGF, aunque en intervalos de t y L distintos a los encontrados para las colonias
en medio sin agregado de EGF. El valor del exponente α = 0.50 ± 0.05 obtenido de los
gra´ficos doble logar´ıtmicos de w(L,t) en funcio´n de L en el rango de 400 < L < 1400 µm
(Figura 3.13) y β = 0.34 obtenido de los gra´ficos doble logar´ıtmicos de w(L,t) en funcio´n de
t (Figura 3.14), coinciden con los previstos por el modelo esta´ndar de KPZ.
En medio de cultivo sin agregado de EGF, el frente de las colonias presenta una saturacio´n
de la rugosidad en el rango 200 ≤ L ≤ 400 µm y t < 2800 min. Para L > 300 µm se observa
una relacio´n lineal en el gra´fico log-log con una pendiente β cercana a 0.34 (Figura 3.14) y
no pudo observarse saturacio´n en los 6000 min en que se siguio´ la propagacio´n de la colonia.
La presencia de EGF en el medio de cultivo aumenta la rugosidad del borde de la colonia,
tanto en la escala de la colonia como en la escala celular. La rugosidad del frente de las
colonias en medio de cultivo con cEGF = 2 y 10 ng mL
−1 crece en forma cont´ınua hasta L
< 900 µm, y se alcanza la saturacio´n a valores mayores. La rugosidad de las colonias con
L > 900 µm en medio de cultivo con 2 ng mL−1 alcanzan la saturacio´n a t ∼ 2800 min y
aquellas en medio de cultivo con 10 ng mL−1 a t ∼ 2300 min. Para cEGF = 10 ng mL−1 en
el medio de cultivo a t = 3600 min se observa un aumento abrupto de pra´cticamente todos
los valores de rugosidad (recuadro en la Figura 3.14).
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Figura 3.11: Msd y persistencias promedio de las trayectorias celulares de CQLs en medio
con cEGF = 0 ng mL
−1 y cEGF = 2 ng mL
−1. a) Gra´ficos doble logar´ıtmicos de msd en funcio´n
de ∆tR. b) Histogramas de persistencia. Se incluye la probabilidad de observar movimientos
con persistencia superiores a 300 min. c) Gra´fico de persistencia en funcio´n de la distancia
recorrida por la ce´lula durante ese intervalo de tiempo.
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Figura 3.12: Campos de velocidad de CQLs de ce´lulas HeLa en medio de cultivo con cEGF
= 0 ng mL−1 y cEGF = 2 ng mL
−1. La regiones de baja velocidad esta´n en tonos de azul,
mientras que las de alta velocidad esta´n en tonos de rojo.
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Figura 3.13: Log w(L,t) en funcio´n de log L de colonias en medio de cultivo con cEGF = 2
ng mL−1.
3.3. Discusio´n
3.3.1. Cine´tica y morfolog´ıas celulares de colonias quasi-radiales
en medio que contiene EGF
Las ce´lulas HeLa son sensibles a la presencia de EGF que activa diferentes v´ıas de sen˜ali-
zacio´n luego de unirse a sus receptores celulares [3.23]. Las caracter´ısticas de las ce´lulas
individuales as´ı como las de toda la colonia dependen de cEGF (Figuras 3.1, 3.2 y 3.3). En
presencia de EGF, las ce´lulas tienen una morfolog´ıa ma´s ahusada y largos filopodios. Adema´s,
disminuye el taman˜o de los contactos focales, aunque su nu´mero por ce´lula aumenta (Figura
3.2). Este hecho esta´ de acuerdo con una cine´tica de adhesio´n/desadhesio´n del substrato ma´s
ra´pida [3.28, 3.29]. Los cambios en la organizacio´n del citoesqueleto y las caracter´ısticas de
los contactos focales se relacionan con los cambios observados en la movilidad celular [3.30].
Las CQRs exhiben una cine´tica de propagacio´n y una evolucio´n morfolo´gica que depende
de cEGF, de N0 y de la densidad celular. En general, para N0 y densidades celulares grandes,
prevalece una relacio´n lineal entre el < R > y el tiempo (Figura 3.4). Por otro lado, las
colonias con N0 y densidades celulares iniciales bajas, que se propagan en medio con EGF
presentan en los estadios de crecimiento iniciales, un crecimiento del < R > ma´s ra´pido
que lo esperado para un comportamiento exponencial (Figuras 3.4 y 3.5), que denominamos
supraexponencial. Este comportamiento supraexponencial se origina por la dispersio´n de las
ce´lulas en las colonias por efecto del EGF, que se ve reflejado en una gran disminucio´n de
la densidad celular (Figura 3.5 y 3.6). A esta ra´pida expansio´n de la colonia en estadios
iniciales le sigue una cine´tica de crecimiento exponencial y posteriormente una transicio´n a
un re´gimen cine´tico de < V F > constante a tc, Nc y < Rc >.
Los modelos de crecimiento propuestos consideran que la expansio´n radial de la colonia
ocurre en tres etapas: (i) un re´gimen de difusio´n en el que < R > es proporcional a t1/2, (ii)
un re´gimen exponencial y (iii) un re´gimen donde < R > crece a < V F > constante [3.26].
En los experimentos realizados con colonias confluentes en medios de cultivo sin EGF la
primer etapa no pudo ser detectada y so´lo se observa el re´gimen exponencial de crecimiento
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Figura 3.14: Log w(L,t) en funcio´n de log t para diferentes L. Los datos resultan del prome-
dio de 5 CQLs propaga´ndose en medio de cultivo con cEGF = 0, 2 y 10 ng mL
−1. Se incluyen
los errores estandar. En el recuadro se observa el aumento abrupto de la rugosidad.
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seguido del que ocurre a < V F > constante [3.31, 3.32]. Este comportamiento se expresa
matema´ticamente por la ecuacio´n (3) del cap´ıtulo 1. En esta, el crecimiento de la colonia
se describe como una regio´n anular de espesor efectivo ∆Leff = R(t) − R2(t) y un nu´cleo
central de radio R2(t) asociado con el retardo del crecimiento. Entonces, a t = 0, N = N0 y
R0 < ∆Leff , se obtiene una transicio´n cine´tica desde un re´gimen de crecimiento exponencial
a uno de < V F > constante que coindide con los resultados experimentales.
De acuerdo a los resultados obtenidos, la presencia de EGF en el medio de cultivo pro-
mueve, dentro de ciertos rangos de cEGF y dependiendo de N0 y de la densidad celular
inicial de la colonia, un ra´pido crecimiento del radio de la colonia en los primeros estadios
de crecimiento. Este comportamiento puede describirse por un te´rmino t1/2 que se utilizo´
para modificar la ecuacio´n propuesta en [3.26] para tener en cuenta la movilidad celular y la
disminucio´n de la densidad de la colonia a tiempos cortos. Le ecuacio´n modificada resulta:
< R > (t) =


A(< τ > +Θ)t
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2 +
√
N0e
t
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0
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2
∆L4
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e1+
2t
<τ> )] para t > tc
(3.1)
Donde W(x) es la funcio´n de Lambert, K2 = π/a
2 con a un para´metro relacionado al
taman˜o celular, Θ es la difusividad celular y tc es el tiempo al que ocurre la transicio´n desde
una cine´tica de crecimiento exponencial a una de < V F > constante. Esta u´ltima se alcanza
cuando < R >> ∆Leff . Los datos experimentales pueden graficarse de acuerdo a la ecuacio´n
3.1 teniendo en cuenta las condiciones de crecimiento, es decir, a y < τ > que son el radio
y el tiempo de duplicacio´n promedio de las ce´lulas, N0 y utilizando solo dos para´metros de
ajuste, B=A(< τ > + Θ) y ∆Leff . En la tabla 3.2 se muestran los para´metros utilizados para
graficar las curvas en la figura 3.5, que resultaron coherentes con los datos experimentales
de < R > en funcio´n de t. Sin embargo, es importante tener en cuenta que a pesar de la
buena concordancia de la ecuacio´n propuesta con los datos experimentales, la fenomenolog´ıa
del crecimiento de la colonias excede las suposiciones del modelo.
Para´metros de la colonia Para´metros de ajuste
cEGF N0 ρ / ce´lulas µ m
−2 < τ > / min a / µ m B ∆Leff / µ m
0 16 0.00124 3250 10 0 200
0.4 430 0.00074 3200 20.8 0.08 240
10 1338 0.0072 2800 10.8 0.10 440
Tabla 3.2: Para´metros utilizados en la ecuacio´n 3.1 para el ajuste de los datos cine´ticos de
la propagacio´n de CQRs en medios con distinta cEGF.
Los datos cine´ticos de CQRs confluentes indican que a cEGF constante, un N0 relativa-
mente bajo favorece la cine´tica supraexponencial a estadios tempranos del crecimiento. Es
necesaria una densidad celular mı´nima para poder observar este re´gimen supraexponencial.
Por otro lado, para valores de N0 suficientemente grandes, a mayor cEGF mayor es ∆Leff .
Por lo tanto, la transicio´n de un re´gimen exponencial a uno de < V F > constante ocurre a
tiempos mayores.
Las CQLs presentaron un crecimiento a velocidad constante independientemente de cEGF,
alcanzando un valor l´ımite de < V F > = 0.26 ± 0.05 µm min−1 para cEGF > 2 ng mL−1. Este
valor de < V F > es casi 3 veces ma´s grande que el encontrado en medio sin agregado de EGF.
La regio´n de crecimiento efectivo ∆Leff se forma casi inmediatamente en las CQLs, por lo
que no es posible distinguir una transicio´n en la cine´tica de crecimiento. Para cEGF > 10 ng
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mL−1 el desprendimiento de las ce´lulas del borde que se relaciona con la disminucio´n de las
adhesiones ce´lula-ce´lula y a la generacio´n de nuevas colonias en la zona libre de la ca´psula,
que eventualmente colisionara´n con el frente lineal, altera el contorno de la colonia y dificulta
su seguimiento a tiempos largos. Las caracter´ısticas de la movilidad celular, discutidas en la
pro´xima seccio´n, contribuyen a entender los cambios morfolo´gicos y cine´ticos descriptos.
3.3.2. Movilidad celular en las colonias quasi-lineales
La determinacio´n de las posiciones de las ce´lulas individuales ubicadas en una regio´n
comprendida entre el borde y 3 dia´metros celulares hacia el interior de las CQLs permitio´
evaluar las trayectorias celulares y sus caracter´ısticas. Los datos de movilidad celular pueden
proveer informacio´n importante para caracterizar y entender la dina´mica de crecimiento de
un sistema biolo´gico complejo como es una colonia multicelular [3.25]. Las caracter´ısticas
de la movilidad celular pueden relacionarse con la dina´mica de crecimiento global de las
colonias a trave´s de ecuaciones de transporte que tengan o no el taman˜o celular como va-
riable [3.2, 3.33]. Entonces, tambie´n es posible vincular ecuaciones de transporte que poseen
contribuciones no lineales con ecuaciones generales y complejas que describen el crecimiento
de interfases como aquellas propuestas a partir del ana´lisis de escalado dina´mico [3.34].
En presencia de 2 ng mL−1 de EGF, los desplazamientos celulares son ma´s bal´ısticos
y persistentes que en ausencia de EGF (Figura 3.11), como se observo´ para la migracio´n
de ce´lulas epiteliales mamarias [3.35]. La celeridad celular tambie´n aumenta en medios con
EGF, siendo mayor en las colonias menos densas respecto a las ma´s densas. Los componen-
tes paralelos de velocidad celular tambie´n son ma´s importantes en presencia de EGF, los
histogramas de V par presentan una dispersio´n respecto al ma´ximo cercana al doble de la
observada en ausencia de EGF (Figura 3.9) y los desplazamientos netos paralelos al frente
son 3 veces ma´s grandes que en ausencia de EGF (Figura 3.10).
El modelo propuesto en [3.26] no tiene en cuenta la migracio´n celular directamente, ya
que so´lo considera el tiempo de duplicacio´n y el taman˜o celular. Dentro de este modelo, una
ce´lula se divide y aporta al crecimiento de la colonia si hay un espacio libre a una distancia
igual o menor a ∆Leff . Esto esta´ de acuerdo con el hecho de que no so´lo las ce´lulas que
esta´n en la interfase de la colonia con espacio libre por delante contribuyen a la expansio´n de
la colonia. Sin embargo, durante el proceso de duplicacio´n no siempre ocurre que las ce´lulas
generan una ce´lula hija que recorre una distancia ∆Leff para ocupar un espacio en la zona
libre del frente, sino que suelen adherirse en una zona cercana a la duplicacio´n. La ce´lula no
aportara´ significativamente a la expansio´n de la colonia si no puede expandir su citoplasma,
es decir, si esta´ en una zona de alta densidad. Por otro lado, si esta´ en una zona de la colonia
con menor densidad, donde generalmente se establece un gradiente de densidad, esta puede
expandir su citoplasma de manera de contribuir a la propagacio´n de la colonia. Esta regio´n
esta´ vinculada a la movilidad de las ce´lulas y se asocia al taman˜o del ∆Leff . Las ce´lulas
tienden a moverse en direccio´n de disminuir el gradiente de densidad generando espacios
libres donde pueden ubicarse y expandirse nuevas ce´lulas. Por este motivo las ce´lulas ma´s
ra´pidas pueden generar un ∆Leff ma´s grande, situacio´n observada en los medios con EGF.
Los campos de velocidad de las colonias en medio de cultivo con cEGF 2 ng mL
−1, muestran
una regio´n del borde con vectores al menos la mitad de largos que el ma´ximo, que se extiende
hacia el interior de la colonia una distancia algo superior al doble de la observada en ausencia
de EGF. Esto se correponde con los valores de ∆Leff obtenidos a partir del ajuste de las
curvas con la ecuacio´n 3.1, 440 µm en medio con cEGF 10 ng mL
−1 contra 200 µm en medio
sin EGF.
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Figura 3.15: Esquema de ǫ|| y de los desplazamientos laterales de las ce´lulas en cEGF 0 y 2
ng mL−1 relacionados con la “comunicacio´n lateral de la informacio´n”.
3.3.3. Escalado dina´mico
La saturacio´n de la rugosidad de una superficie se produce debido a la existencia de
correlaciones en el sistema [3.34]. La altura, la rugosidad o el largo de la interfase miden
las propiedades verticales del sistema, pero no reflejan las correlaciones entre las distintas
posiciones laterales en la superficie [3.36]. La existencia de estas correlaciones laterales im-
plica que los diferentes sitios de la superficie no son completamente independientes, sino que
dependen de la altura de los sitios laterales o vecinos. Entonces, si bien el crecimiento de
la interfase es un proceso local, la “informacio´n” acerca de la altura de los sitios vecinos se
propaga globalmente. La distancia t´ıpica en la que las alturas esta´n correlacionadas, es decir,
que “saben” el valor de la altura de columnas vecinas, se llama distancia de correlacio´n y se
denomina ǫ|| (Figura 3.15). Al comienzo del crecimiento los sitios no esta´n correlacionados
y ǫ|| crece a medida que que pasa el tiempo segu´n la relacio´n:
ǫ|| ∼ t 1z para t << tx (3.2)
Para un sistema finito, ǫ|| no puede crecer indefinidamente ya que esta´ limitado por el
taman˜o del sistema, L. Cuando ǫ|| alcanza el taman˜o del sistema, toda la interfase esta´
correlacionada y la rugosidad satura. En esta situacio´n se tiene:
ǫ|| ∼ L para t >> tx (3.3)
A L bajos, la rugosidad de las colonias en medio sin EGF satura a t = 2800 min, tiempo
al que ǫ|| alcanzar´ıa valores cercanos a L. Al aumentar el taman˜o de la interfase analizado
(L), el sistema nunca satura para los tiempos en que la colonia fue seguida, por lo que ǫ||
< L. Por otro lado, en medio conteniendo EGF la rugosidad de los frentes de crecimiento
satura au´n a L grandes, a pesar de que a L pequen˜os no ocurre. La saturacio´n ano´mala
de la rugosidad de los frentes de colonias creciendo en medio con EGF puede atribuirse a
los cambios morfolo´gicos en regio´n del borde de la colonia (Figura 3.3 y 3.7), la cine´tica
de crecimiento y las caracter´ısticas de la movilidad de las ce´lulas (Figuras 3.11, 3.9, 3.10 y
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3.12), que se discuten a continuacio´n.
En presencia de EGF, las colonias exhiben un borde efectivo ma´s grande donde las ce´lulas
pueden duplicarse y moverse en direccio´n del avance del frente. Adema´s, las ce´lulas tienen
desplazamientos laterales netos 3 veces ma´s grandes que en ausencia de EGF. Los cambios
fenot´ıpicos de las ce´lulas en medios con EGF, como los largos filopodios y la morfolog´ıa
ma´s ahusada, podr´ıan explicar la falta de saturacio´n a L bajos. El hecho de que las colonias
celulares no sean objetos autosimilares donde los componentes microsco´picos tienen taman˜o
despreciable en relacio´n al taman˜o del frente, determina que el escalado dina´mico so´lo puede
aplicarse a ciertos de rangos de L y t. Un objeto es autosimilar si esta´ formado por partes
que son similares al todo. En ese aspecto el frente de las colonias de ce´lulas epiteliales en
ausencia de EGF esta´ formado por regiones con picos que son representativos del todo, que a
su vez esta´n formados por grupos de ce´lulas cuyas membranas tambie´n tienen deformaciones
y protuberancias. Si bien no es un sistema perfectamente autosimilar, el escalado puede
aplicarse a L > 200 µm, una distancia correspondiente a unas pocas ce´lulas. La pe´rdida del
fenotipo epitelial en presencia de EGF, con un cambio en la morfolog´ıa celular que pasa a
ser ma´s ahusada, la aparicio´n de largos filopodios, la disminucio´n de la cohesio´n celular y
la aparicio´n de espacios vac´ıos contribuye a que en rangos pequen˜os de L la morfolog´ıa y
rugosidad del frente sea muy distinta que a escalas mayores. Por este motivo en presencia de
EGF el escalado es va´lido so´lo a valores relativamente grandes de L, observa´ndose saturacio´n
de la rugosidad del frente de crecimiento.
Para cEGF = 10 ng mL
−1 se observan aumentos abruptos de w a t = 3600 min. Esto se
explica teniendo en cuenta que a altas concentraciones de EGF las ce´lulas tienen una mayor
tendencia a desprenderse del borde de la colonia, adherirse en zonas vac´ıas de la ca´psula
y generar pequen˜as colonias que, eventualmente, colisionara´n con el frente de crecimiento.
Este feno´meno a tiempos largos producira´ un aumento de la velocidad del crecimiento del
frente y de la rugosidad, aun cuando esta haya saturado. Pero, ¿por que´ la rugosidad de
las colonias satura en presencia de EGF a valores relativamente altos de L, en los que no
se hab´ıa observado la saturacio´n en colonias en medios sin EGF? Probablemente se deba a
que a pesar de la pe´rdida de cohesividad celular, el sistema se encuentra ma´s “comunicado”
por medio de largos filopodios y desplazamientos celulares laterales ma´s grandes en medio
con EGF. De esta la manera la “informacio´n” de la altura de las columnas se transmite ma´s
ra´pidamente y aumenta la correlacio´n.
3.4. Conclusiones
El EGF afecta las interacciones ce´lula-ce´lula y ce´lula-substrato promoviendo una ma-
yor motilidad celular y la dispersio´n de las colonias. Por este motivo, para tener colonias
confluentes a lo largo del tiempo es necesario partir de colonias con valores grandes de N0.
Adema´s, la presencia de EGF produce grandes cambios morfolo´gicos a nivel celular y de la
colonia. Las ce´lulas tienen una morfolog´ıa ma´s ahusada, con largos filopodios y son capaces
de desprenderse del frente de la colonia, generando una regio´n ma´s grande que presenta
gradiente de densidad. La presencia de EGF incrementa la contribucio´n de los componentes
de velocidad paralelos al frente, aumentando la persistencia y caracter´ısticas bal´ısticas de
las trayectorias celulares. A medida que cEGF crece, las ce´lulas de capas ma´s internas tienen
velocidades netas hacia el frente mayores, pueden alcanzar el borde de la colonia y contribuir
a su expansio´n.
Los gra´ficos de < R > en funcio´n de t de las CQRs que se propagan en medio con
EGF tambie´n muestran una transicio´n de re´gimen exponencial a uno a < V F > constante.
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Pero las propiedades mitoge´nicas del EGF y su influencia en la movilidad celular afectan la
cine´tica, resultando en < V F > mayores. Adema´s, para las colonias quasi circulares con N0 y
densidad celular apropiados, la presencia de EGF induce un crecimiento supraexponencial en
los estadios iniciales de crecimiento. La cine´tica de crecimiento de las colonias en medios con
EGF puede describirse utilizando el modelo matema´tico propuesto en [3.26] con el agregado
de un te´rmino t1/2 para incluir el comportamiento supraexponencial observado a tiempos
cortos. Este modelo, adema´s, predice el incremento del ∆Leff y de tc.
La evolucio´n de la rugosidad de los frentes de las colonias en medio con EGF satisfase la
dina´mica propuesta en el modelo estandar de KPZ, pero so´lo resulta aplicable en rangos de
L y t distintos a los observados en ausencia de EGF. Adema´s la saturacio´n de la rugosidad
para L altos ocurre ma´s ra´pido que en ausencia de EGF, debido posiblemente a un mayor
incremento en la distancia de correlacio´n de las alturas en funcio´n del tiempo producido por
los grandes filopodios y desplazamientos celulares laterales.
Estos resultados resultan de gran intere´s tanto para el desarrollo de modelos confiables
que describan sistemas complejos como para mejorar las estrategias y protocolos aplicados
en el campo de sanacio´n de heridas y la investigacio´n del ca´ncer.
Bibliograf´ıa
[3.1] A. Wells, editor. Cell Motility in Cancer Invasion and Metastasis. Springer-Verlag,
Berlin, 2006. (Citado en pa´gina 151.)
[3.2] C. L. Simpson, D. M. Patel & K. J. Green. “Deconstructing the skin: cytoarchitectural
determinants of epidermal morphogenesis”. Nature Reviews Molecular Cell Biology,
2011. 12(9), 565–580. (Citado en pa´ginas 151 y 173.)
[3.3] B. Behm, P. Babilas, M. Landthaler & S. Schreml. “Cytokines, chemokines and growth
factors in wound healing”. Journal of the European Academy of Dermatology and Ve-
nereology, 2012. 26(7), 812–820. (Citado en pa´gina 151.)
[3.4] B. M. Borena, A. Martens, S. Y. Broeckx, E. Meyer, K. Chiers, L. Duchateau & J. H.
Spaas. “Regenerative Skin wound healing in mammals: State-of-the-art on growth factor
and stem cell based treatments”. Cellular Physiology and Biochemistry, 2015. 36(1),
1–23. (Citado en pa´gina 151.)
[3.5] B. P. Ceresa & J. L. Peterson. “Cell and Molecular Biology of Epidermal Growth Factor
Receptor”. International Review of Cell and Molecular Biology, 2014. 313, 145–178.
(Citado en pa´gina 151.)
[3.6] T. Mitsudomi & Y. Yatabe. “Epidermal growth factor receptor in relation to tumor
development: EGFR gene and cancer”. FEBS Journal, 2010. 277(2), 301–308. (Citado
en pa´gina 151.)
[3.7] G. Maheshwari, A. Wells, L. G. Griffith & D. A. Lauffenburger. “Biophysical Integra-
tion of Effects of Epidermal Growth Factor and Fibronectin on Fibroblast Migration”.
Biophysical Journal, 1999. 76(5), 2814–2823. (Citado en pa´gina 151.)
[3.8] R. C. Kurten, P. Chowdhury, R. C. Sanders, L. M. Pittman, L. W. Sessions, T. C.
Chambers, C. S. Lyle, B. J. Schnackenberg & S. M. Jones. “Coordinating epidermal
growth factor-induced motility promotes efficient wound closure.” American journal of
physiology. Cell physiology, 2005. 288(1), C109–21. (Citado en pa´gina 151.)
[3.9] J. A. Berkers, P. M. van Bergen en Henegouwen & J. Boonstra. “Three classes of
epidermal growth factor receptors on HeLa cells.” The Journal of Biological Chemistry,
1991. 266(2), 922–927. (Citado en pa´gina 151.)
[3.10] F. Capuani, A. Conte, E. Argenzio, L. Marchetti, C. Priami, S. Polo, P. P. Di Fiore,
S. Sigismund & A. Ciliberto. “Quantitative analysis reveals how EGFR activation and
downregulation are coupled in normal but not in cancer cells”. Nature Communications,
2015. 6, 7999. (Citado en pa´gina 151.)
170
BIBLIOGRAFI´A 171
[3.11] U. Du¨rer, R. Hartig, S. Bang, L. Thim & W. Hoffmann. “TFF3 and EGF induce
different migration patterns of intestinal epithelial cells in vitro and trigger increased
internalization of E-cadherin”. Cellular Physiology and Biochemistry, 2007. 20(5),
329–346. (Citado en pa´ginas 36 y 151.)
[3.12] M. A. Seeger & A. S. Paller. “The Roles of Growth Factors in Keratinocyte Migration”.
Advances in Wound Care, 2015. 4(4), 213–224. (Citado en pa´ginas 36 y 151.)
[3.13] M. F. Ware, A. Wells & D. A. Lauffenburger. “Epidermal growth factor alters fibro-
blast migration speed and directional persistence reciprocally and in a matrix-dependent
manner”. Journal of Cell Science, 1998. 111(16), 2423–2432. (Citado en pa´gina 151.)
[3.14] D. T. Geum, B. J. Kim, A. E. Chang, M. S. Hall & M. Wu. “Epidermal growth factor
promotes a mesenchymal over an amoeboid motility of MDA-MB-231 cells embedded
within a 3D collagen matrix”. European Physical Journal Plus, 2016. 131(1), 1–10.
(Citado en pa´gina 151.)
[3.15] E. L. Wickert, S. Pomerenke, I. Mitchell, K. S. Masters & P. K. Kreeger. “Hierarchy
of cellular decisions in collective behavior: Implications for wound healing”. Scientific
Reports, 2016. 6, 20139. (Citado en pa´gina 151.)
[3.16] P. Friedl & D. Gilmour. “Collective cell migration in morphogenesis, regeneration
and cancer.” Nature Reviews. Molecular Cell Biology, 2009. 10(7), 445–57. (Citado en
pa´ginas 33 y 151.)
[3.17] A. Haeger, K. Wolf, M. M. Zegers & P. Friedl. “Collective cell migration: guidance
principles and hierarchies”. Trends in Cell Biology, 2015. 25(9), 556–566. (Citado en
pa´ginas 36 y 151.)
[3.18] W.-J. Rappel. “Cell–cell communication during collective migration”. Proceedings of
the National Academy of Sciences, 2016. 113(6), 1471–1473. (Citado en pa´gina 151.)
[3.19] O. Chepizhko, C. Giampietro, E. Mastrapasqua, M. Nourazar, M. Ascagni, M. Sugni,
U. Fascio, L. Leggio, C. Malinverno, G. Scita, S. Santucci, M. J. Alava, S. Zapperi &
C. A. M. La Porta. “Bursts of activity in collective cell migration”. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 2016. 113(41), 11408–11413. (Citado en pa´gina 151.)
[3.20] J. Galeano, J. Buceta, K. Juarez, B. Pumarin˜o, J. de la Torre & J. M. Iriondo. “Dyna-
mical scaling analysis of plant callus growth”. Europhysics Letters, 2003. 63(1), 83–89.
(Citado en pa´gina 151.)
[3.21] J. A. Bonachela, C. D. Nadell, J. B. Xavier & S. A. Levin. “Universality in Bacterial
Colonies”. Journal of Statistical Physics, 2011. 144(2), 303–315. (Citado en pa´ginas
44 y 151.)
[3.22] K. A. Takeuchi. “Experimental approaches to universal out-of-equilibrium scaling
laws: turbulent liquid crystal and other developments”. Journal of Statistical Mechanics:
Theory and Experiment, 2014. 2014(1), P01006. (Citado en pa´gina 151.)
[3.23] K. Oda, Y. Matsuoka, A. Funahashi & H. Kitano. “A comprehensive pathway map
of epidermal growth factor receptor signaling”. Molecular Systems Biology, 2005. 1(1),
E1–E17. (Citado en pa´ginas 152 y 170.)
BIBLIOGRAFI´A 172
[3.24] M. Scaltriti & J. Baselga. “The Epidermal Growth Factor Receptor Pathway: A Model
for Targeted Therapy”. Clinical Cancer Research, 2006. 12(18), 5268–5272. (Citado
en pa´gina 152.)
[3.25] K. K. Treloar, M. J. Simpson, P. Haridas, K. J. Manton, D. I. Leavesley, D. L. S.
McElwain & R. E. Baker. “Multiple types of data are required to identify the me-
chanisms influencing the spatial expansion of melanoma cell colonies.” BMC Systems
Biology, 2013. 7, 137. (Citado en pa´ginas 122, 152 y 173.)
[3.26] M. Radszuweit, M. Block, J. G. Hengstler, E. Scho¨ll & D. Drasdo. “Comparing the
growth kinetics of cell populations in two and three dimensions”. Physical Review E,
2009. 79(5), 051907. (Citado en pa´ginas 37, 109, 110, 143, 158, 159, 160, 170, 172, 173
y 176.)
[3.27] L. Petitjean, M. Reffay, E. Grasland-Mongrain, M. Poujade, B. Ladoux, A. Buguin
& P. Silberzan. “Velocity fields in a collectively migrating epithelium.” Biophysical
Journal, 2010. 98(9), 1790–800. (Citado en pa´ginas 85 y 161.)
[3.28] H. Xie, M. A. Pallero, K. Gupta, P. Chang, M. F. Ware, W. Witke, D. J. Kwiatkowski,
D. A. Lauffenburger, J. E. Murphy-Ullrich & A. Wells. “EGF receptor regulation of
cell motility: EGF induces disassembly of focal adhesions independently of the motility-
associated PLCgamma signaling pathway.” Journal of Cell Science, 1998. 111, 615–624.
(Citado en pa´gina 170.)
[3.29] P. J. Rijken, W. J. Hage, P. M. van Bergen en Henegouwen, a. J. Verkleij & J. Boons-
tra. “Epidermal growth factor induces rapid reorganization of the actin microfilament
system in human A431 cells.” Journal of Cell Science, 1991. 100(3), 491–499. (Citado
en pa´gina 170.)
[3.30] Y. Hou, S. Hedberg & I. C. Schneider. “Differences in adhesion and protrusion pro-
perties correlate with differences in migration speed under EGF stimulation.” BMC
Biophysics, 2012. 5, 8. (Citado en pa´gina 170.)
[3.31] M. Block, E. Scho¨ll & D. Drasdo. “Classifying the Expansion Kinetics and Critical
Surface Dynamics of Growing Cell Populations”. Physical Review Letters, 2007. 99(24),
248101. (Citado en pa´ginas 114 y 172.)
[3.32] D. Drasdo. “Coarse graining in simulated cell populations”. Advances in Complex
Systems, 2005. 08, 319–363. (Citado en pa´gina 172.)
[3.33] C. Deroulers, M. Aubert, M. Badoual & B. Grammaticos. “Modeling tumor cell
migration: From microscopic to macroscopic models”. Physical Review E - Statistical,
Nonlinear, and Soft Matter Physics, 2009. 79(3), 031917. (Citado en pa´gina 173.)
[3.34] A. L. Barabasi & H. E. Stanley. Fractal concepts in surface growth. Cambridge
University Press, 1995. (Citado en pa´ginas 37, 41, 42, 43, 113, 122, 146, 173, 174, 267,
268 y 269.)
[3.35] G. Maheshwari, H. S. Wiley & D. A. Lauffenburger. “Autocrine epidermal growth
factor signaling stimulates directionally persistent mammary epithelial cell migration.”
The Journal of Cell Biology, 2001. 155(7), 1123–8. (Citado en pa´gina 173.)
[3.36] M. Pelliccione & T. M. Lu. Evolution of thin film morphology : modeling and simula-
tions. Springer, New York, 2008. (Citado en pa´gina 174.)
Cap´ıtulo 4
Efecto sobre el fenotipo celular de la
modificacio´n del substrato mediante
pel´ıculas de polielectrolitos: empleo
de polielectrolitos de origen natural y
sinte´tico
4.1. Introduccio´n
Diversas estrategias utilizadas para modular las funciones celulares se basan en la mo-
dificacio´n de las propiedades f´ısicas y qu´ımicas del substrato que interactu´a con las ce´lulas,
como la composicio´n, la energ´ıa superficial, la mojabilidad, la carga, la rugosidad, la rigidez
o la presencia de patrones [4.1]. En estas estrategias pueden utilizarse diferentes materiales
polime´ricos de origen natural, como multicapas de polielectrolitos fabricadas mediante la
te´cnica de capa por capa, substratos polime´ricos recubiertos con prote´ınas [4.2] o hidrogeles
biocompatibles [4.3].
Los polielectrolitos de origen natural, como la poli-L-lisina, el a´cido hialuro´nico, el algina-
to o el chitosano resultan muy atractivos para la modificacio´n de superficies para aplicaciones
biolo´gicas, entre ellas, le ingenier´ıa de tejidos [4.4, 4.5]. Ensamblados en multicapas de po-
lielectrolitos (MPEs), estos polielectrolitos forman pel´ıculas biocompatibles sobre las que
factores de crecimiento, prote´ınas y otras biomole´culas pueden depositarse o unirse covalen-
temente para controlar las funciones celulares como la adhesio´n, la migracio´n o la prolife-
racio´n [4.6]. La desventaja que suelen presentar las MPEs fabricadas con polielectrolitos de
origen natural es que sus propiedades meca´nicas no promueven una buena adhesio´n celular.
Por este motivo se emplean diversas estrategias como el entrecruzamiento de los polielec-
trolitos con agentes qu´ımicos [4.7] o el agregado de nanopart´ıculas [4.8] para mejorar las
propiedades meca´nicas de las pel´ıculas y favorecer la adhesio´n celular.
El uso de los MPEs para muchas aplicaciones biome´dicas se encuentra descripto en un
gran nu´mero de trabajos cient´ıficos [4.5, 4.9]. Sin embargo, no suele prestarse demasiada
atencio´n al impacto de la composicio´n de las multicapas en la adhesio´n y proliferacio´n celu-
lar. La composicio´n qu´ımica de las MPEs esta´ directamenta relacionada con sus propiedades
meca´nicas, que son fundamentales para controlar la adhesio´n celular. Las propiedades de
las pel´ıculas son tambie´n una combinacio´n de las propiedades de los policationes y de los
polianiones que forman las multicapas. Los MPEs con la misma capa externa pero diferentes
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polielectrolitos en las capas inferiores pueden tener propiedades diferentes y, consecuente-
mente, pueden interactuar de manera diferente con las ce´lulas.
Por otro lado, resulta interesante saber cuan profundo dentro de las multicapas pueden
sensar las ce´lulas. Las MPEs pueden ensamblarse usando polielectrolitos r´ıgidos de origen
sinte´tico en las primeras capas y polielectrolitos blandos de origen natural en las u´ltimas
capas, en contraste con la estrategia adoptada en trabajos anteriores [4.10–4.13]. De es-
ta manera las capas superiores en contacto con las ce´lulas sera´n biocompatibles, mientras
que la presencia de polielectrolitos r´ıgidos en las capas inferiores aportara´n las propiedades
meca´nicas necesarias para una buena adhesio´n celular.
A lo largo de este cap´ıtulo se estudiara´n las cuestiones mencionadas anteriormente va-
riando la composicio´n qu´ımica de las MPEs, combinando polielectrolitos sinte´ticos con po-
lielectrolitos naturales y fabricando MPEs con dos bloques diferentes, uno superior con po-
lielectrolitos naturales biocompatibles y uno inferior con un polielectrolito sinte´tico.
4.2. Resultados
4.2.1. Multicapas (Policatio´n/Polianio´n)7Policatio´n
Se fabricaron MPEs utilizando distintas combinaciones de policationes y polianiones. Los
policationes utilizados fueron: Chi, PLL, PEI, PAH y PDADMAC. Para cada policatio´n, se
fabricaron pel´ıculas con los siguientes polianiones: HA, Alg, Dex, PAA, PSS. Las multicapas
tuvieron 15 capas de polielectrolitos, correspondiendo la primera y la u´ltima siempre al
policatio´n, (Policatio´n/Polianio´n)7Policatio´n.
El ensamblado de las MPEs se siguio´ mediante microbalanza de cristal de cuarzo con
monitoreo de disipacio´n (QCM-D). Son ejemplos t´ıpicos de MPEs de origen natural las que
contienen PLL (Figura 4.1) y sinte´tico las que contienen PAH (Figura 4.2). En todos los
casos, se observa que la masa depositada aumenta con el nu´mero de bicapas, aunque es de
notar que el tipo de crecimiento var´ıa para cada policatio´n dependiendo del polianio´n con
el que se ensamble. El crecimiento de la pel´ıcula puede ser: (I) supralineal, como es el caso
del PAH/HA; (II) lineal, es ejemplo de este comportamiuento el PAH/PSS; (III) crecimiento
mixto, con una transicio´n de supralineal a lineal, como se observa para el sistema PLL/HA.
La microscop´ıa de fuerzas ato´micas se utilizo´ para comprobar el grado de cubrimiento
del substrato con las diferentes MPEs, ya que a excepcio´n de algunos ensamblados que
depositan tanto material que es posible ver una pel´ıcula opalescente sobre el cubreobjeto
(como los que tienen a PEI como policatio´n) la mayor´ıa son completamente transparantes.
En la Figura 4.3 se muestran ima´genes de AFM de pel´ıculas de PLL/Alg y PSS/PAH como
ejemplos t´ıpicos de multicapas ensambladas con polielectrolitos naturales o sinte´ticos. Las
ima´genes tomadas luego de secar las pel´ıculas, permiten inferir una cobertura completa de
la superficie del substrato de vidrio, aunque la topograf´ıa de las superficies es diferente
para cada pel´ıcula, lo que refleja las caracter´ısticas propias de los distintos polielectrolitos
ensamblados y la naturaleza de las interacciones. La pel´ıcula de (PLL/Alg)7PLL presenta
una superficie heteroge´nea cubierta por estructuras fibrilares de distintos taman˜os, de 0.5 a
6 µm de largo y de 60 a 120 nm de altura. El (PAH/PSS)7PAH, por otro lado, presenta una
superficie mucho ma´s uniforme cubierta por estructuras globulares de 0.1-0.3 µm y 90-120
nm de altura.
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Figura 4.1: ∆F (curva azul) y ∆D (curva roja) del 3.◦ armo´nico en funcio´n del tiempo para
el ensamblado de pel´ıculas de PLL con distintos polianiones (izquierda). Para cada sistema
se incluyen los valores absolutos de ∆F en funcio´n del nu´mero de capas (derecha).
CAPI´TULO 4. Composicio´n de multicapas de polielectrolitos 176
Figura 4.2: ∆F (curva azul) y ∆D (curva roja) del 3.◦ armo´nico en funcio´n del tiempo para
el ensamblado de pel´ıculas de PAH con distintos polianiones (izquierda). Para cada sistema
se incluyen los valores absolutos de ∆F en funcio´n del nu´mero de capas (derecha).
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Figura 4.3: Ima´genes de AFM de pel´ıculas de (PLL/Alg)7PLL (a) y (PAH/PSS)7PAH (b)
secadas en aire.
4.2.2. Adhesio´n y morfolog´ıa celular
La adhesio´n celular en superficies de distinta composicio´n se estudio´ empleando MPEs
ensambladas combinando distintos policationes y polianiones y utilizando ce´lulas A549. Co-
mo superficie control se utilizaron cubreobjetos de vidrio, donde las ce´lulas presentan una
buena adhesio´n. Las a´reas de adhesio´n fueron normalizadas respecto al a´rea celular promedio
obtenida sobre vidrio, 870 µm2.
En la Figura 4.4 se pueden observar ima´genes representativas de ce´lulas A549, 48 horas
post siembra sobre vidrio y todas las combinaciones de polielectrolitos estudiadas. Las ce´lu-
las adherias sobre vidrio esta´n extendidas, presentan las caracter´ısticas morfolo´gicas t´ıpicas
asociadas con su linaje epitelial, esta´n intimamente unidas y presentan una fuerte tendencia
a formar grupos de ce´lulas o colonias. Se puede observar que la adhesio´n sobre las distintas
combinaciones de MPEs es en general ma´s pobre que en vidrio. Las ce´lulas tienen a´reas
ma´s pequen˜as, variando la morfolog´ıa desde ce´lulas bien redondeadas a ce´lulas estiradas con
forma de huso, y presentan poca tendencia a formar colonias o grupos.
Una ana´lisis ma´s cuantitativo de la adhesio´n celular se realizo´ a trave´s de las a´reas
celulares promedio normalizadas (Figura 4.5) y para´metros morfolo´gicos como la redondez
y relacio´n de aspecto (Figura 4.6).
Las areas celulares normalizadas dependen de la composicio´n de las pel´ıculas y salvo casos
particulares, siempre se obtuvieron a´reas de adhesio´n promedio inferiores a las obtenidas
sobre vidrio. Cambiando la naturaleza del polianio´n para cada policatio´n se obtuvieron MPEs
con distintas propiedades adhesivas. Para las multicapas fabricadas con PLL como policatio´n,
el a´rea promedio normalizada fue de 0.4 utilizando Alg, HA o Dex como polianiones y de
0.7 utilizando PAA. El caso de las pel´ıculas de (Chi/HA)7Chi, que presentan a´reas mayores
a las obtenidas para el vidrio, sera´ analizado ma´s adelante. Las combinaciones de Chi con
Alg, Dex y PAA presentan a´reas normalizadas promedio en el rango 0.35 - 0.75, siendo
por tanto menores que en vidrio. De modo similar, las pel´ıculas ensambladas con PEI y
HA, Alg, Dex y PAA presentan valores promedio de a´reas celulares menores a las obtenidas
en vidrio, siendo el a´rea normalizada alrededor de 0.75 para los u´ltimos tres polianiones
y de 0.4 para HA. Para el caso de las MPEs fabricadas con PAH como policatio´n, las
a´reas normalizadas promedio con los diversos polianiones tambie´n fueron menores que las
observadas sobre vidrio. En este caso, los valores fueron menores a 0.4 cuando el polianio´n
utilizado fue HA o PAA y en el intervalo de 0.4 - 0.7 para Alg o Dex. Por otro lado, la
expansio´n de las ce´lulas sobre la superficie de las pel´ıculas se vio´ favorecida sobre las MPEs
fabricadas con PSS y todos los policationes estudiados excepto PDADMAC. Para el caso de
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Figura 4.4: Ima´genes de contraste de fase de ce´lulas A549 48 horas despue´s de la siembra
sobre vidrio a) y MPEs de distinta composicio´n b). En las filas se indican los policationes
y en las columnas los polianiones. Todas las pel´ıculas poseen 15 capas, correspondiendo la
primera y la u´ltima siempre al policatio´n.
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pel´ıculas de (PAH/PSS)7PAH el a´rea normalizada fue de 0.8, un poco inferior al del vidrio,
mientras que las a´reas de las ce´lulas sembradas sobre (PLL/PSS)7PLL y (Chi/PSS)7Chi fue
similar a las de las ce´lulas sembradas sobre vidrio. Adema´s, el a´rea celular normalizada sobre
(PEI/PSS)7PEI fue de 1.2, resultando estad´ısticamente superior a la del vidrio. Finalmente,
las MPEs ensambladas con PDADMAC como policatio´n mostraron todas una pobre adhesio´n
celular independientemente del polianio´n, con un area normalizada cercana a 0.4.
Los para´metros morfolo´gicos de redondez y relacio´n de aspecto se muestran en la figura
4.6. La redondez y relacio´n de aspecto cercanas a 1 indican que las ce´lulas tienen formas
redondeadas, no presentan filopodios largos y en general tienen mala adhesio´n. Los valores
relativamente altos de estos para´metros (2 – 3), indican ce´lulas con morfolog´ıa ahusada o, en
el caso de la redondez, puede tratarse de ce´lulas redondeadas que presentan contornos rugosos
o muchos filopodios pequen˜os, lo que sugiere que las ce´lulas esta´n estresadas debido a una
pobre interaccio´n con el substrato. Sin embargo, en la mayor´ıa de los casos el comportamiento
de la relacio´n de aspecto y de la redondez coincide.
La relacio´n de aspecto y redondez promedio de las ce´lulas dependio´ de la composicio´n de
las multicapas y se comparo´ con los valores obtenidos para el vidrio utilizando el ana´lisis de
varianza de Fisher con p = 0.05. Sobre las multicapas fabricadas con PLL/Alg, PLL/Dex,
PAH/PAA y las ensambladas con PDADMAC como policatio´n y todos los polianiones excep-
to PSS, las ce´lulas tuvieron valores promedio de redondez y de relacio´n de aspecto menores
que los encontrados para vidrio, para el que se observaron valores de 1.5 y 1.6 respecti-
vemente. Los valores ma´s bajos de aspecto y redondez se encontraron para las multicapas
ensambladas utilizando PDADMAC, y estuvieron en el rango 1.1 – 1.4. Estos para´metros
morfolo´gicos son coherentes con la los valores pequen˜os del a´rea de expansio´n celular obser-
vada para estas combinaciones de polielectrolitos. Las ce´lulas sembradas sobre las pel´ıculas
fabricadas con PLL/HA, PEI/HA, Chi con todos los polianiones y PSS con todos los polica-
tiones probados excepto PAH presentaron valores de relacio´n de aspecto promedio similares
al encontrado para las ce´lulas sembradas sobre vidrio. Sin embargo, en varias de estas MPEs
la redondez no tiene exactamente el mismo comportamiento que la relacio´n de aspecto. En
las combinaciones de Chi con todos los polianiones excepto Alg y las de PSS con PLL,
Chi y PEI las ce´lulas presentan valores de redondez promedio mayores que sobre vidrio y
relaciones de aspecto similares a las obtenidas sobre vidrio, lo que indica que las ce´lulas sem-
bradas sobre estas pel´ıculas presentan un citoplasma ma´s rugoso o tienen varios filopodios.
El hecho de que las ce´lulas sembradas sobre los MPEs tengan valores de relacio´n de aspecto
promedio similares a los encontrados para el vidrio puede correlacionarse con una regular o
buena adhesio´n. De hecho para las pel´ıculas ensambladas con PAH, el a´rea celular promedio
mostro´ la misma tendencia que la relacio´n de aspecto promedio. Las ce´lulas sembradas sobre
multicapas de PEI/Alg, PEI/Dex, PEI/PAA, PAH/Alg, PAH/Dex y PAH/PSS presentan
valores de relacio´n de aspecto y redondez promedio en el rango de 1.7 – 2.7, siendo mayores
que los encontrados para el vidrio.
4.2.3. Proliferacio´n celular
La viabilidad celular se evaluo´ mediante el ensayo de MTT 24, 48 y 72 horas luego de la
siembra sobre las diferentes MPEs estudiadas en este trabajo (Figura 4.7). La informacio´n
mostro´ que la viabilidad celular de las ce´lulas sembradas sobre todas las MPEs fue menor
que para aquellas sembradas sobre vidrio. Para las MPEs, la viabilidad dependio´ de la
composicio´n particular de cada pel´ıcula. Adema´s, el ana´lisis de la viabilidad a distintos
tiempos revelo´ 3 tipos de comportamiento:
i) El nu´mero de ce´lulas aumenta aproximadamente en forma exponencial con el tiempo.
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Figura 4.5: A´reas promedio normalizadas de ce´lulas A549 adheridas sobre multicapas de
polielectrolitos de distintas composiciones. Cada gra´fico corresponde a un policatio´n espec´ıfico
con diferentes polianiones, resultando una pel´ıcula de tipo (Policatio´n/Polianio´n)7Policatio´n.
Se analizaron al menos 100 ce´lulas de diferentes posiciones del substrato para la evaluacio´n
del a´rea de expansio´n celular promedio sobre cada pel´ıcula. Para cada MPE las a´reas resul-
taron ser menores (gris claro), iguales (gris) o mayores (gris oscuro) respecto a las medidas
en vidrio segu´n un ANOVA con test de Fisher de 0.05 de confidencia.
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Figura 4.6: Caracter´ısticas morfolo´gicas de ce´lulas A549 adheridas sobre multicapas de po-
lielectrolitos de distintas composiciones. Cada gra´fico corresponde a un policatio´n espec´ıfico
con diferentes polianiones, de estructura (Policatio´n/Polianio´n)7Policatio´n. Se muestran la
redondez y la relacio´n de aspecto promedio. Se consideraron en el ana´lisis al menos 100
ce´lulas de diferentes posiciones del substrato para la evaluacio´n de las caracter´ısticas mor-
folo´gicas de las ce´lulas sobre cada pel´ıcula. Para cada MPE la redondez o relacio´n de aspecto
de las ce´lulas fueron menores (gris claro), iguales (gris) o mayores (gris oscuro) respecto a
las medidas en vidrio segu´n un ANOVA y test de Fisher con p = 0.05.
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Este fue el caso de las ce´lulas sembradas sobre vidrio, PLL/PAA, Chi/HA, Chi/PAA,
PEI/PAA y las MPEs ensambladas con Alg y Dex como polianiones y todos los poli-
cationes ensayados excepto las pel´ıculas de PDADMAC/Alg, Chi/Alg y Chi/Dex.
ii) El nu´mero de ce´lulas aumenta linealmente con el tiempo. Esto fue observado para las
ce´lulas sembradas sobre las MPEs ensambladas con PSS como polianio´n independien-
temente del policatio´n, Chi/Alg, Chi/Dex, PAH/PAA y PDADMAC/Alg.
iii) La tasa de proliferacio´n celular disminuye con el tiempo. Este comportamiento se ob-
servo´ para las ce´lulas sembradas sobre PLL/HA, PAH/HA y las multicapas ensambla-
das con PDADMAC/HA y PDADMAC/PSS.
Aparte de los comportamientos mencionados, la viabilidad de las ce´lulas sobre pel´ıculas
de PEI/HA y PDADMAC/PAA fue escasa o nula.
4.2.4. Multicapas de Chi/HA
Dentro de las combinaciones de polielectrolitos utilizadas para obtener las MPEs ensaya-
das hay 4 que presentaron a´reas celulares promedio similares (PLL/PSS, Chi/PSS) o mayores
(Chi/HA, PEI/PSS) a las encontradas sobre vidrio. La multicapa de Chi/HA merece especial
atencio´n porque es la u´nica ensamblada so´lo con polielectrolitos naturales que presento´ una
buena adhesio´n. Sin embargo, en literatura se puede encontrar que las MPEs fabricadas con
Chi/HA presentan baja adhesio´n celular debido a sus pobres propiedades meca´nicas [4.14]
por lo que deben ser tratadas con agentes entrecruzantes para aumentar su rigidez [4.7] o
deben ser funcionalizadas con RGD para mejorar sus propiedades adhesivas [4.15].
El estudio del ensamblado de la multicapa de Chi/HA (Figura 4.8a) mostro´ una deposi-
cio´n escasa o nula a medida que se alternaban los polielectrolitos, con ∆F alrededor de 10-15
veces menores que las observadas para el ensamblado de cualquiera de las combinaciones
mostradas en las figuras 4.1 y 4.2. La imagen de AFM de la multicapa (Chi/HA)7HA (Figu-
ra 4.8b) permite distinguir fibras de pol´ımero dispersas y separadas, que dejan la superficie
del vidrio expuesta, lo que es coherente con una escasa cantidad de material depositado.
Esto puede explicarse teniendo en cuenta que la carga juega un papel importante en el en-
samblado capa por capa, por lo que es necesario que ambos polielectrolitos este´n cargados
para que puedan interactuar. El quitosano esta´ disuelto en buffer Acetato a pH = 5 y se
deposita efectivamente sobre vidrio formando la primera capa con la mayor parte de sus
grupos cargados positivamente (su pKa ∼ 6) [4.16]. Luego de lavar y agregar la solucio´n de
HA en buffer HEPES a pH = 7.4, so´lo una pequen˜a parte de los grupos permancen cargados
positivamente, por lo que la cantidad de HA que puede depositarse es baja. Adema´s, este
cambio de pH hace que el escaso material depositado sea inestable y propenso a desarmarse
en cada lavado o cambio de solucio´n de polielectrolito.
La adhesio´n celular sobre (Chi/HA)7Chi fue buena no por las propiedades de la superficie
generada sino porque en estas condiciones no se forma una pel´ıcula uniforme y las ce´lulas
son capaces de interactuar con el substrato de vidrio (Figuras 4.4 y 4.5). Un efecto similar
se informo´ para condrocitos sembrados sobre multicapas de Chi/HA ensambladas a pH =
5, donde la adhesio´n disminuyo´ al aumentar el nu´mero de capas y lograr una cobertura
uniforme [4.17]. Esto pone de manifiesto la importancia de estudiar el grado de cobertura
cuando se trabaja con revestimientos de superficies.
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Figura 4.7: Proliferacio´n celular de las ce´lulas A549 sembradas sobre distintos MPEs. El
nu´mero de ce´lulas fue medido a las 24, 48 y 72 horas luego de la siembra, utilizando el
ensayo de MTT. El ensayo se hizo por triplicado. Se incluye el error esta´ndar del promedio
del nu´mero de ce´lulas.
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Figura 4.8: a) Cambio de frecuencia y de disipacio´n en funcio´n del tiempo para el 3.◦, 5.◦ y
7.◦ armo´nicos durante el ensamblado de (Chi/HA)7Chi. b) Imagen de AFM de (Chi/HA)7Chi
luego de dejar secar en aire.
4.2.5. “Dibloques” de multicapas de polielectrolitos: caracteriza-
cio´n de las pel´ıculas y adhesio´n celular
Todas las combinaciones de polielectrolitos biolo´gicos resultaron en pel´ıculas con a´reas ce-
lulares menores que las observadas sobre pel´ıculas ensambladas con polielectrolitos sinte´ticos,
sobre todos las MPEs ensambladas con PSS. Con el objetivo de aumentar las propiedades
adhesivas de las pel´ıculas naturales y biocompatibles, se ensamblaron multicapas con dos
bloques de combinaciones distintas de polielectrolitos (Figura 4.9). El primer bloque se en-
sambla con PSS y PLL, al contener PSS le confiere a la pel´ıcula en “dibloque” resultante una
mayor rigidez y se espera que mejore la adhesio´n celular. El bloque superior contiene una
combinacio´n de polielectrolitos de origen natural y que presentan una adhesio´n moderada
pero una tasa de proliferacio´n celular aceptable, como PLL/Alg o PLL/Dex. En la figura
4.9 se muestra un esquema de la multicapa en “dibloque” constituida por un bloque inferior
de PLL ensamblado con PSS seguido de un bloque superior de PLL ensamblado con Alg o
Dex.
El ensamblado de los dos bloques se siguio´ por QCM-D, con el primer bloque formado
por 6 bicapas de (PLL/PSS) seguido del ensamblado del segundo bloque con 4 bicapas de
(PLL/Alg) (Figura 4.13 a,b) o 4 bicapas de (PLL/Dex) (Fig 4.14 a,b). Los datos indican un
crecimiento cont´ınuo para ambos tipos de multicapas en “dibloque”. Las curvas muestran
un crecimiento supralineal para el bloque de (PLL/PSS) hasta las 12 capas, y luego un cre-
cimiento lineal para las capas siguientes del bloque (PLL/Alg). Esto contrasta con la MPE
de PLL/Alg ensamblada sin el bloque inicial (Figura 4.1) que muestra un crecimiento supra-
lineal para todas las capas. De este modo, el bloque de PLL/PSS parece afectar el posterior
crecimiento del bloque de PLL/Alg. Este hecho tambie´n puede inferirse de las ima´genes
de AFM. En la figura 4.10c puede apreciarse que la multicapa (PLL/PSS)6 es bastante li-
sa, y esta caracter´ıstica se mantiene luego del ensamblado del bloque de PLL/Alg (figura
4.10d). La topograf´ıa del PLL/Alg en el “dibloque” es bastante diferente de la observada en
la pel´ıcula de (PLL/Alg)7PLL (Figura 4.3 a). Mientras que la superficie del “dibloque” es
relativamente homoge´nea con pequen˜as fibras de 0.2-0.5 µm de largo y 30 nm de altura, la
superficie de la pel´ıcula de (PLL/Alg)7PLL es heteroge´nea y esta´ cubierta por estructuras
fibrilares de distintos taman˜os, de 0.5 a 6 µm de largo y de 60 a 120 nm de altura. Esto
revela la influencia del bloque inferior de PLL/PSS en la morfolog´ıa del bloque superior de
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Figura 4.9: Esquema de la multicapa de polielectrolitos en “dibloque”. Esta´ formado por un
bloque inferior de (PLL/PSS)6 y un bloque superior de (PLL/Alg)nPLL o (PLL/Dex)nPLL
(a). Esquema que muestra la posible interdigitacio´n de los distintos polielectrolitos que forman
la pel´ıcula en “dibloque” (b).
PLL/Alg.
El “dibloque” que contiene PLL/Dex como bloque superior puede analizarse de un modo
similar. En este caso el crecimiento del PLL/Dex puro no es tan fa´cil de clasificar como el del
PLL/Alg, ya que oscila entre lineal y supralineal (Figura 4.1). Sin embargo, al depositarse
luego de un primer bloque de PLL/PSS se observa un crecimiento lineal (Figura 4.11 a,b).
Para el caso de las ima´genes de AFM (Figura 4.11 c,d) se obtienen superficies bastante ma´s
rugosas luego de depositar el PLL/Dex sobre el bloque inferior de PLL/PSS que lo que se
observaba para el caso del PLL/Alg.
Adhesion celular sobre las MPEs en “dibloque”
La adhesio´n de ce´lulas A549 sobre multicapas de (PLL/Alg)nPLL y (PLL/Dex)nPLL
mejoro´ considerablemente cuando los polielectrolitos se ensamblaron sobre un primer bloque
de (PLL/PSS)n, formando una estructura en “dibloque” (Figura 4.12). Las ima´genes de
microscop´ıa de contraste de fase muestran que la adhesio´n mejora cuando se ensamblan 1,
2 o 4 bicapas del segundo bloque, aunque las ce´lulas presentan un a´rea promedio mayor
cuando n = 2.
Las tinciones de fluorescencia de la F-actina muestran que las ce´lulas sembradas sobre las
MPEs en “dibloque” presentan un citoesqueleto celular organizado con fibras de actina largas
que atraviesan todo el citoplasma celular al igual que las ce´lulas sembradas sobre vidrio, y
en contraste con las ce´lulas sembradas sobre MPEs de (PLL/Alg)7PLL o (PLL/Dex)7PLL,
que presentan una extensio´n menor del citoesqueleto y adhesioness focales difusas (Figuras
4.13 y 4.14).
El ar´ea promedio de las ce´lulas A549 sembradas sobre (PLL/Alg)7PLL o (PLL/Dex)7PLL
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Figura 4.10: a) Cambio de frecuencia (curva azul) y de disipacio´n (curva ro-
ja) del 3.◦ armo´nico en funcio´n del tiempo para el ensamblado de multicapas de
(PLL/PSS)6(PLL/Alg)4PLL. b) Valores absolutos de ∆F en funcio´n del nu´mero de capas
calculados a partir de la curva azul mostrada en a). c) Ima´genes de AFM en seco de multi-
capas de (PLL/PSS)6PLL (c) y (PLL/PSS)6(PLL/Alg)4PLL (d).
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Figura 4.11: a) Cambio de frecuencia (curva azul) y de disipacio´n (curva ro-
ja) del 3.◦ armo´nico en funcio´n del tiempo para el ensamblado de multicapas de
(PLL/PSS)6(PLL/Dex)4PLL. b) Valores absolutos de ∆F en funcio´n del nu´mero de ca-
pas calculados a partir de la curva azul mostrada en a). c) Ima´genes de AFM en seco de
multicapas de (PLL/PSS)6PLL (c) y (PLL/PSS)6(PLL/Dex)4PLL (d).
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Figura 4.12: Ima´genes de ce´lulas A549 adheridas sobre vidrio, MPEs mono-bloque
de (PLL/PSS)7PLL, (PLL/Alg)7PLL y (PLL/Dex)7PLL, (a) y sobre MPEs di-bloque
(PLL/PSS)6 (PLL/X)nPLL (X = Alg, Dex; n = 1, 2 o 4). (b) Las ima´genes fueron to-
madas 48 horas luego de la siembra.
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Figura 4.13: Ima´genes de fluorescencia de actina (rojo) y ADN (azul) de ce´lulas A549.
La tincio´n se realizo´ 72 horas luego de la siembra sobre los substratos indicados en la figura
(a). A´reas normalizadas promedio de las ce´lulas, 48 horas despue´s de la siembra. Para cada
substrato las a´reas de las ce´lulas fueron menores (gris claro), iguales (gris) o mayores (gris
oscuro) respecto a las medidas en vidrio segu´n un ANOVA con test de Fisher de 0.05 de
confidencia.
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Figura 4.14: Ima´genes de fluorescencia de actina (rojo) y ADN (azul) de ce´lulas A549.
La tincio´n se realizo´ 72 horas luego de la siembra sobre los substratos indicados en la figura
(a). A´reas normalizadas promedio de las ce´lulas, 48 horas despue´s de la siembra. Para cada
substrato las a´reas de las ce´lulas fueron menores (gris claro) o iguales (gris) respecto a las
medidas en vidrio segu´n un ANOVA con test de Fisher de 0.05 de confidencia.
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fue alrededor de 0.4 veces la obtenida para ce´lulas sembradas sobre vidrio, en tanto que las
ce´lulas sembradas sobre un MPE en “dibloque” con n = 1, 2 alcanzaron un a´rea promedio
mayor para el bloque superior de (PLL/Alg) o similar para el bloque superior (PLL/Dex),
que la obtenida sobre vidrio o (PLL/PSS)7PLL (Figuras 4.12, 4.13, 4.14). Con n = 4 el a´rea
celular promedio disminuyo´ a un valor similar al obtenido sobre vidrio para las multicapas
cuyo bloque superior estaba compuesto por (PLL/Alg) y a valores un poco inferiores respecto
al obtenido sobre vidrio para aquellas compuestas por (PLL/Dex).
Las diferencias en la adhesio´n celular que producen los distintos nu´meros de bicapas en el
bloque superior tambie´n pueden observarse en las ima´genes de fluorescencia del citoesqueleto
de actina y de la vinculina que forma parte de las adhesiones focales (Figura 4.15). Las ce´lu-
las sembradas sobre multicapas de (PSS/PLL)6(PLL/Alg)nPLL (con n = 1, 2 o 4) presentan
adhesiones focales maduras (puntos verdes) al igual que lo hacen sobre vidrio y pel´ıculas
de (PSS/PLL)7PLL, en contraste con las ce´lulas sembradas sobre (PLL/Alg)7PLL, las que
apenas exhiben adhesioness focales de una manera difusa. Cabe destacar que las ce´lulas ad-
heridas sobre (PSS/PLL)6(PLL/Alg)2PLL muestran fibras de actina ma´s largas distribu´ıdas
a lo largo del citoplasma, a´reas celulares mayores y adhesiones focales ma´s grandes que las
ce´lulas adheridas sobre (PSS/PLL)6(PLL/Alg)4PLL.
Para analizar el efecto del espesor de la pel´ıcula sobre la adhesio´n celular y poder com-
pararlo con lo observado en las multicapas en “dibloque”, se analizo´ el a´rea celular promedio
sobre multicapas de (PLL/Alg)nPLL con n entre 0 y 7 (Figura 4.16). La deposicio´n de so´lo
una capa de PLL (n = 0) presenta a´reas promedio de adhesio´n celular 1.4 veces ma´s grandes
que en vidrio, lo que pone de manifiesto la habilidad del PLL para promover la adhesio´n
celular sobre pla´stico y vidrio [4.17]. Una multicapa con n = 1 disminuye el a´rea promedio
de adhesio´n celular a un 50% de la encontrada sobre vidrio, mientras que con 3 - 4 bicapas
de PLL/Alg depositadas sobre vidrio se alcanza un valor del a´rea normalizada constante
alrededor de 0.4. Cabe destacar que el ensamblado de 3 bicapas de (PLL/Alg) seguido con
la QCM-D produce un -∆F ∼ 120 Hz (Figura 4.1), aproximadamente el mismo cambio de
frecuencia que produce el ensamblado de una sola capa de (PLL/Alg) sobre un bloque de
(PLL/PSS)6 (Figura 4.10). Teniendo presente este comportamiento, se puede indicar que
a igualdad de masa depositada la diferencia observada sobre la adhesio´n celular observa-
da para las ce´lulas sobre MPEs en “dibloque” comparadas con las obtenidas sobre MPEs
en “monobloque” es significativa. El depo´sito de 1-2 bicapas de (PLL/Alg) produce una
disminucio´n abrupta o una mejora en la adhesio´n celular cuando son depositadas sobre un
substrato de vidrio o sobre un bloque de (PLL/PSS)6 (Figuras 4.16 y 4.13), respectivamente.
Un comportamiento similar al descripto para las ce´lulas A549 se encontro´ para la l´ınea
celular C2C12 (Figura 4.17). Una mejora en la adhesio´n celular se observo´ cuando las ce´lulas
fueron sembradas sobre un “dibloque” de (PSS/PLL)6(PLL/Alg)1PLL en comparacio´n con
las a´reas encontradas sobre las pel´ıculas de (PSS/PLL)7PLL o (PLL/Alg)7PLL por separado
(multicapas “monobloque”).
4.3. Discusio´n
4.3.1. Multicapas “monobloque” (Policatio´n/Polianio´n)7Policatio´n
Los resultados de este cap´ıtulos mostraron que la adhesio´n y proliferacio´n de ce´lulas
A549 puede ser modulada por la composicio´n de las MPEs (Figuras 4.4, 4.5, 4.6 y 4.7). La
morfolog´ıa y el a´rea celular se utilizo´ para evaluar las caracter´ısticas de adhesio´n sobre las
multicapas. El a´rea de adhesio´n , a´rea de extensio´n del citoplasma promedio, 870 µm2, y los
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Figura 4.15: Ima´genes de fluorescencia de ce´lulas A549 con tincio´n de actina (rojo) y
vinculina (verde). El nu´cleo tambie´n se tin˜o´ con DAPI (azul). La tincio´n se realizo´ 72 horas
despue´s de la siembra en los substratos que se indican en la figura.
CAPI´TULO 4. Composicio´n de multicapas de polielectrolitos 193
Figura 4.16: A´reas normalizadas de ce´lulas A549 sembradas sobre vidrio y pel´ıculas de
distinto nu´mero de bicapas de (PLL/Alg)nPLL. Cuando n = 0, so´lo se deposita una capa de
PLL.
para´metros morfolo´gicos (redondez y relacio´n de aspecto) en el rango 1.5-1.6 encontrados
sobre vidrio, se utilizaron como referencia para analizar los valores obtenidos para las ce´lulas
sembradas sobre las distintas MPEs. Entonces, valores grandes de a´reas celulares promedio y
para´metros morfolo´gicos cercanos a 1.5 indican buenas propiedades de adhesio´n. Se demostro´
que estos para´metros dependen de la qu´ımica de las MPEs definida por la combinacio´n de los
distintos policationes y polianiones, siendo siempre la u´ltima capa el policatio´n (Figuras 4.5
y 4.6). Por ejemplo, las multicapas que ten´ıan PLL como policatio´n resultaron en superficies
con poca adhesio´n cuando se ensamblaron con los polianiones naturales HA, Alg, Dex; el a´rea
de adhesio´n promedio resulto´ menor a la mitad del encontrado para ce´lulas sembradas sobre
vidrio. Estas MPEs tuvieron un crecimiento supralineal (Figura 4.1) y se espera que tengan
baja rigidez [4.18–4.20]. Por ejemplo, las multicapas de PLL/HA son relativamente blandas
[4.21] con un mo´dulo de Young (E) en el rango de 3-85 kPa [4.8, 4.22, 4.23] dependiendo
de las condiciones del ensamblado. En general, la adhesio´n sobre MPEs ensambladas con
polielectrolitos naturales [4.24], tienden a inhibir la adhesio´n celular. Se encuentra en la
literatura que las pel´ıculas de (Chi/HA)24 ensambladas a pH = 4.5 y 150 mM de NaCl
tienen un mo´dulo de Young E = 15 kPa [4.14].
Las MPEs ensambladas con polianiones de origen natural y policationes sinte´ticos como
PEI/Alg, PEI/dex y PAH/Dex presentaron una mejor adhesio´n celular que la descripta en
el pa´rrafo anterior. Las a´reas celulares normalizadas dieron valores en el rango 0.6 - 0.8. Para
el caso del PAA, su gran hidrofilicidad [4.25] podr´ıa explicar porque´ las a´reas de adhesio´n de
ce´lulas sembradas sobre pel´ıculas ensambladas con PAA como policatio´n fueron mayores que
las observadas cuando se utilizo´ Alg o HA, pero permanecieron significativamente menores
que sobre vidrio.
Por otro lado, las MPEs ensambladas utilizando el polianio´n sinte´tico PSS mostraron
buena adhesio´n celular, al menos en el rango de tiempo de los ensayos de este trabajo. La
mayor a´rea relativa promedio fue encontrada para las ce´lulas sembradas sobre multicapas de
PEI/PSS, con un valor 1.2 veces ma´s grande que el encontrado sobre el vidrio. Los valores
t´ıpicos de E para MPEs sinte´ticas como (PAH/PSS) esta´n en el o´rden de los Gpa [4.25], y
mostraron un crecimiento lineal en la masa depositada en funcio´n del tiempo o nu´mero de
capas (Figura 4.2).
Es importante notar que el comportamiento descripto depende de la l´ınea celular, y
es entonces va´lido so´lo para la l´ınea celular A549, utilizada en los experimentos, o l´ıneas
celulares de caracter´ısticas similares. Por ejemplo, mientras que la adhesio´n de ciertas l´ıneas
celulares es sensible a la rigidez del substrato, la adhesio´n de otras l´ıneas parece no depender
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Figura 4.17: a) Ima´genes de ce´lulas C2C12 adheridas sobre vidrio, MPEs
“monobloque” de (PLL/PSS)7PLL y (PLL/Alg)7 PLL y sobre MPEs en “dibloque”
(PLL/PSS)6(PLL/Alg)nPLL (n = 1, 2 o 4). Las ima´genes fueron tomadas 48 horas luego de
la siembra. b) A´reas normalizadas promedio de las ce´lulas, 48 horas despue´s de la siembra.
Para cada substrato las a´reas de las ce´lulas fueron menores (gris claro) o iguales (gris)
respecto a las medidas en vidrio segu´n un ANOVA con test de Fisher de 0.05 de confidencia.
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de esta [4.26].
Tambie´n es importante tener en mente que los experimentos de adhesio´n se llevaron a
cabo en medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino (SFB), cuyas prote´ınas se ad-
sorben sobre la superficie de las MPEs y median la interaccio´n entre las ce´lulas y el substrato,
y pueden bloquear parcialmente algunos grupos funcionales de los polielectrolitos capaces de
interactuar con las ce´lulas. A pesar de esto, se encontraron diferencias en el comportamiento
de las ce´lulas sembradas sobre las multicapas con diferentes policationes terminales. Enton-
ces, es posible que la capa de prote´ınas tenga distintas caracter´ısticas dependiendo de la
composicio´n de las MPEs. Al respecto, se publico´ que las multicapas de (PDADMAC/PSS)
terminadas en PDADMAC, au´n en presencia de SFB que bloquea segmentos positivos libres
del policatio´n, presentan baja adhesio´n y viabilidad celular, mientras que las terminadas
en PSS presentan una buena adhesio´n [4.27]. Los resultados obtenidos indicaron una baja
adhesio´n y proliferacio´n de las ce´lulas A549 sobre MPEs ensambladas con PDADMAC, co-
mo era de esperarse debido a la fuerte interaccio´n entre los segmentos libres positivos del
PDADMAC y las prote´ınas y fosfol´ıpidos negativos de la membrana celular, causando cito-
toxicidad [4.28, 4.29]. A pesar de estas caracter´ısticas del PDADMAC, este polielectrolito se
utiliza para estudiar el efecto de gradientes de hinchamiento por efecto de la absorcio´n de
agua en la multicapa polime´rica [4.29].
La proliferacio´n celular sobre las MPEs, evaluada mediante el ensayo de MTT realizado
a las 24, 48 y 72 horas luego de la siembra (Figura 4.7), permite inferir acerca de la posible
toxicidad de las multicapas. El nu´mero de ce´lulas es proporcional a la absorbancia del MTT
metabolizado. Debido al montaje experimental utilizado en estos ensayos, la proliferacio´n
celular esta´ influenciada por la adhesio´n de las ce´lulas ya que la falta de sen˜ales de anclaje
resulta en el bloqueo de uno de los puntos de control tempranos del ciclo celular [4.30].
Se encontro´ que para varios tipos de ce´lulas y diversos substratos la proliferacio´n es
o´ptima para fuerzas de adhesio´n intermedias, en tanto que las ce´lulas permanecen en un
estado quiescente cuando la capacidad de adhesio´n es muy alta [4.31]. El nu´mero de ce´lulas
sembradas sobre las MPEs ensambladas con policationes y polianiones naturales, excepto
PLL/HA, exhibio´ un crecimiento exponencial, aunque las a´reas de adhesio´n, fueron menores
que sobre las MPEs ensambladas con algunos polianiones sinte´ticos. Por otro lado, la tasa de
proliferacio´n fue constante cuando las ce´lulas se sembraron sobre MPEs ensambladas con PSS
y todos los policationes estudiados. La adhesio´n sobre estas multicapas fabricadas con PSS
fue buena excepto cuando el policatio´n fue PDADMAC. Con PDADMAC se obtuvieron
pel´ıculas con mala adhesio´n y crecimiento sublineal del nu´mero de ce´lulas en funcio´n del
tiempo. Las cadenas positivas de PDADMAC, au´n luego de la adsorcio´n de prote´ınas del
suero, parecen inhibir la proliferacio´n celular, especialmente en las multicapas ensambladas
con HA, Alg y PAA [4.28]. En resumen, un cambio en la composicio´n de las multicapas
afecto´ la adhesio´n y la proliferacio´n celular de modo diferente.
Los datos discutidos indican la dependencia de las funciones celulares, adhesio´n y proli-
feracio´n con la composicio´n de la pel´ıcula. Esta u´ltima determina el tipo de crecimiento y
las propiedades f´ısicas del substrato, como la rigidez y el cara´cter hidrof´ılico que las ce´lulas
pueden sensar. Las MPEs ma´s biocompatibles, obtenidas mediante la combinacio´n de po-
licationes naturales PLL o Chi con cualquiera de los polianiones naturales HA, Alg, Dex,
resultaron superficies en donde las ce´lulas se expandieron menos que sobre vidrio. Las MPEs
obtenidas mediante el ensamblado de PLL o PEI con PSS resultaron en superficies ma´s ad-
herentes para las ce´lulas A549, acerca´ndose al comportamiento observado sobre vidrio. Sin
embargo, el nu´mero de ce´lulas aumento´ a una tasa constante ma´s que con un re´gimen expo-
nencial. Estos resultados indican que la composicio´n de las MPEs es importante para ajustar
las funciones ce´lulares adecuadamente, y que podr´ıan ser utilizadas para disen˜ar materiales
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con aplicaciones particulares.
4.3.2. “Dibloques” de multicapas de polielectrolitos
Resulta de intere´s controlar la composicio´n de las MPEs para generar materiales bio-
compatibles con propiedades adhesivas bien controladas. Estos biomateriales pueden tener
posibles aplicaciones para el disen˜o de transportadores de drogas con objetivos espec´ıficos,
para la ingenier´ıa de tejidos o para asistir en el proceso de sanacio´n de heridas. Los resultados
obtenidos para MPEs formados por combinacio´n de un policatio´n y un polianio´n, mostra-
ron que las multicapas a base de PSS tienen muy buenas propiedades adhesivas. Por este
motivo, para mejorar las propiedades adhesivas de las multicapas biocompatibles a base de
(PLL/Alg) o (PLL/Dex), se decidio´ cambiar la composicio´n interna de estas MPEs inclu-
yendo al PSS en las primeras capas de la pel´ıcula sin alterar la composicio´n qu´ımica de las
capas externas, formada por polielectrolitos naturales biocompatibles.
Se prepararon MPEs con un bloque inicial de multicapas ensambladas con PSS como
polianio´n y PLL como policatio´n. Sobre este bloque, se ensamblo´ un nu´mero variable de capas
de (PLL/Alg) o (PLL/Dex) como bloque superior. De esta manera se asegura que la superficie
de la pel´ıcula permanezca biocompatible. La combinacio´n de (PLL/PSS)6 con (PLL/Alg)n
o (PLL/Dex)n formando un sistema en “dibloque” permitio´ aumentar la adhesio´n celular
en comparacio´n con los substratos cubiertos con el mismo nu´mero de capas de (PLL/Alg)
o (PLL/Dex) que los sistemas en “dibloque”. Adema´s, las MPEs en “dibloque” mostraron
a´reas de adhesio´n mayores cuando n = 2, que para n = 1 o n = 4 (Figuras 4.12, 4.13, 4.14,
4.15 y 4.17).
Las ima´genes de inmunofluorescencia (Figura 4.15) de las ce´lulas sembradas sobre pel´ıcu-
las de (PLL/Alg)7PLL muestran un citoesqueleto de actina difuso y ausencia de vinculina
formando adhesiones focales. Por otro lado, las ce´lulas sembradas sobre vidrio o “dibloques”
de MPEs poseen fibras de actina mas extensas que atraviesan el citoplasma y algunas se
conectan con las adhesiones focales. En las pel´ıculas de (PLL/PSS)6(PLL/Alg)2PLL este
hecho se ve´ ma´s marcado, en acuerdo con la tendencia vista para las a´reas de adhesio´n
promedio.
En resumen, los “dibloques” de MPEs presentan propiedades diferentes de adhesio´n ce-
lular respecto a las observadas para las MPEs formadas por la combinacio´n de un u´nico par
de polielectrolitos. Este hecho se puede interpretar por la interdigitacio´n de los polielectro-
litos durante el ensamblado o luego del mismo, que le confieren a la multicapa propiedades
fisicoqu´ımicas distintas a las encontradas para cada bloque que compone el sistema. En otras
palabras, mole´culas de PSS del bloque inferior se encuentran problablemente en el bloque
superior, al igual que mole´culas de Alg del bloque superior se encuentran en el bloque inferior
(Figura 4.9). La informacio´n provista por la QCM-D y la AFM indica que el crecimiento y
la morfolog´ıa de las multicapas de (PLL/Alg) o (PLL/Dex) es diferente dependiendo de si
fueron depositadas sobre vidrio o sobre un primer bloque de (PLL/PSS) (Figuras 4.1, 4.10
y 4.11).
La interdigitacio´n hace que las propiedades del bloque superior en una MPEs formada por
un sistema en “dibloque” sean diferentes de las propiedades del mismo bloque ensamblado
sobre vidrio. Cuando el nu´mero de capas del bloque superior es de 4 a 6 bicapas, los efectos
del bloque inferior disminuyen y la adhesio´n celular comienza a disminuir. Agregar ma´s
capas de polielectrolitos al bloque superior promueve una mayor disminucio´n de la adhesio´n
celular, sugiriendo que luego de depositar 4-6 bicapas, la interdigitacio´n ya no esta´ jugando
un rol significativo.
La interdigitacio´n es un feno´meno conocido en las MPEs y existen muchas publicaciones
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al respecto [4.32–4.34]. Cuando una capa de polielectrolito se ensambla en una multicapa,
puede afectar la pel´ıcula hasta 4 capas por debajo de e´sta. La interdigitacio´n ocurre en MPEs
cuyo espesor crece tanto lineal como supralinealmente [4.35]. Incluso en MPEs compactas,
que crecen linealmente, las nuevas capas adsorbidas se interdigitan dentro de las capas ma´s
externas [4.36]. Al respecto, en trabajos de otros autores se informo´ que la rugosidad de las
interfases entre capas de polielectrolito es menor cerca de la interface pel´ıcula/aire que en las
bicapas interiores [4.37], un hecho que se explica por la interdifusio´n de la capas inferiores
promovida por cada capa de polielectrolito depositada.
Los experimentos de interdigitacio´n proveen un modo simple de ajustar las propiedades
adhesivas de las multicapas prepara´ndolas como bloques de manera de mantener la qu´ımica
superficial del bloque superior pra´cticamente sin modificacio´n. En este caso, se fabricaron
superficies biocompatibles con adhesio´n celular mejorada utilizando un bloque inferior con
PSS, que por su estructura v´ıtrea incrementa el mo´dulo ela´stico de las pel´ıculas [4.38]. Para
la misma qu´ımica superficial, si las propiedades meca´nicas de la pel´ıcula cambian, la adhesio´n
celular tambie´n puede cambiar.
4.4. Conclusiones
Se estudio´ el efecto de la qu´ımica de las MPEs sobre la proliferacio´n y adhesio´n de ce´lulas
A549 comparando el crecimiento, el a´rea y la morfolog´ıa celular sobre vidrio y sobre MPEs
con composiciones variadas, formadas por distintas combinaciones de polielectrolitos.
En general, las MPEs de origen natural, “blandas” y con un crecimiento supralineal,
resultaron en substratos con poca adhesio´n celular. Las MPEs ensambladas con PSS co-
mo polianio´n y cada policatio´n excepto PDADMAC resultaron en superficies mucho ma´s
adherentes.
Por otro lado, se observo´ que el cambio en la composicio´n de las MPEs afecta la adhesio´n
celular y la proliferacio´n de manera diferente. Particularmente, las MPEs con PSS, a pesar de
tener buenas propiedades adhesivas, promueven un crecimiento lineal del nu´mero de ce´lulas
en lugar de uno exponencial, como ocurre con muchas MPEs formadas por polielectrolitos
naturales.
Para cada MPE con un determinado policatio´n en la u´ltima capa, a pesar de la presencia
de prote´ınas adsorbidas desde el medio de cultivo, las ce´lulas son capaces de sensar las
propiedades f´ısicas y qu´ımicas de la pel´ıcula impuestas por el cambio del polianio´n de las
capas interiores. Las diferentes combinaciones de polielectrolitos utilizadas en el proceso de
ensamblado generan MPEs con un nu´mero constante de capas pero con distintas propiedades
fisicoqu´ımicas que pueden ser sensadas por las ce´lulas. De esta manera, las diferencias en la
adhesio´n y proliferacio´n celular son el reflejo del cambio en los grupos funcionales de cada
polielectrolito, del espesor de la pel´ıcula, la rigidez, el tipo y conformacio´n de las prote´ınas
adsorbidas desde el medio de cultivo.
Para el caso de las MPEs en “dibloque”, la interdigitacio´n entre los polielectrolitos del
bloque inferior y del bloque superior genera una pel´ıcula con propiedades diferentes a las
de cada uno de los bloques depositados sobre vidrio. El efecto de la interdigitacio´n sobre
las propiedades de la multicapa se manifiesta hasta 4 - 6 bicapas desde la capa superior. La
fabricacio´n MPEs en “dibloque”, es un procedimiento simple y fa´cil para generar superficies
que modulen la adhesio´n celular mediante la combinacio´n precisa de bloques de multicapas
formadas por un solo par policatio´n/polianio´n, dando sistemas biocompatibles ma´s complejos
y versa´tiles.
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Cap´ıtulo 5
Efecto del recocido de las pel´ıculas de
polielectrolitos en las propiedades
fisicoqu´ımicas de las pel´ıculas y en la
adhesio´n celular: sistema PLL/Alg y
PLL/Dex
5.1. Introduccio´n
Los materiales de origen natural resultan de intere´s para aplicaciones biome´dicas y en el
estudio de la adhesio´n, migracio´n y otros procesos celulares [5.1]. Por otro lado, las superficies
que presentan gradientes en sus propiedades fisicoqu´ımicas permiten simular ma´s fehacien-
temente las caracter´ısticas de la matriz extracelular al inducir una dependencia espacial de
las funciones celulares [5.2]. Numerosos grupos de investigacio´n desarrollaron gradientes en
el pH de ensamblado de las MPEs modificando el grado de hinchamiento [5.3], gradientes
en la rigidez de la MPE [5.2, 5.4], en la concentracio´n de pe´ptidos adhesivos o de factores
de crecimiento [5.2, 5.5] mediante dispositivos de microflu´ıdica, proporcionando un control
espacial de sen˜ales f´ısicas y biolo´gicas que impacten en el destino celular. Tambie´n se reporto´
el efecto del control espacial del grado de hinchamiento de MPEs sumergidas en un gradiente
de sales, sobre la migracio´n celular guiada por durotaxis y su dependencia con la densidad
celular y las interacciones ce´lula-ce´lula [5.6]. Adema´s, se pueden generar gradientes estables
de rigidez en MPEs ensambladas sobre substratos de s´ılice o en MPEs libres controlando el
tiempo de inmersio´n en una solucio´n de agentes entrecruzantes naturales. [5.7].
En este cap´ıtulo se describe una nueva estrategia para mejorar la adhesio´n celular sobre
MPEs fabricadas con biopolielectrolitos basada en el recocido te´rmico. Se mostrara´ que el
recocido te´rmico, el calentamiento de las MPEs a temperatura constante, tiene un fuerte
impacto en las pel´ıculas a base de PLL/Alg y PLL/Dex, resultando en una gran mejora
de la adhesio´n celular. Las ce´lulas A549 y C2C12 sembradas sobre pel´ıculas de PLL/Alg
y PLL/Dex recocidas presentan caracter´ısticas de adhesio´n similares a las sembradas sobre
vidrio, mientras que las ce´lulas se adhieren pobremente sobre pel´ıculas de igual composicio´n
sin tratamiento. No se observan diferencias en la adhesio´n de ce´lulas BHK sembradas sobre
las pel´ıculas recocidas o sin recocer, lo que pone de manifiesto que las interacciones ce´lula-
substrato dependen de la l´ınea celular. El ensamblado de las MPEs se monitoreo´ mediante
QCM-D y las pel´ıculas se caracterizaron mediante AFM y experimentos de nanoindentacio´n,
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medidas de a´ngulo de contacto, potencial zeta y XPS. Tambie´n se evaluo´ mediante QCM-D
la adsorcio´n de SAB y FN sobre las pel´ıculas no recocidas y recocidas. Los cambios en la
adhesio´n celular luego del recocido se correlacionaron con los cambios en las propiedades de
las MPEs: topograf´ıa, rigidez, mojabilidad y deposicio´n de prote´ınas.
Finalmente, se muestran los resultados de aplicar un gradiente de temperatura entre 10
◦C y 50 ◦C sobre MPEs de PLL/Alg para producir cambios cont´ınuos en las propiedades fisi-
coqu´ımicas de la pel´ıcula que afecten la adhesio´n celular. El a´ngulo de contacto, la adsorcio´n
de prote´ınas y el a´rea celular promedio var´ıan en forma mono´tona desde la zona expuesta a
una menor temperatura hacia la zona expuesta a una temperatura mayor.
5.2. Resultados
5.2.1. Fabricacio´n de MPEs y recocido
Las multicapas de polielectrolitos se fabricaron mediante inmersio´n manual de un subs-
trato de vidrio en las soluciones de los respectivos polielectrolitos, se secaron al aire y poste-
riormente se trataron te´rmicamente. Las MPEs son sistemas fuera del equilibrio y se espera
que sean perturbados por la temperatura.
En la figura 5.1 se muestra el seguimiento del ensamblado de 15 capas de PLL/Alg sobre
un cristal de SiO2 mediante QCM-D. La frecuencia disminuye durante el pasaje de cada
solucio´n de polielectrolito por la celda de la microbalanza, lo que indica un aumento en la
masa depositada. El cambio total de frecuencia, que crece exponencialmente con el nu´mero de
capas, fue de -407 Hz. Las propiedades meca´nicas de la pel´ıcula pueden ser cualitativamente
descriptas a trave´s de la separacio´n de las curvas de frecuencia que corresponden a los
distintos armo´nicos y los cambios en la disipacio´n durante el ensamblado de PLL y Alg.
Para cada capa de Alg depositada, hay un incremento pronunciado en la disipacio´n, por
ejemplo al depositar la 6.◦ capa (3.◦ capa de polianio´n, delimitada con l´ınea de puntos en la
figura 5.1) se observo´ un cambio de ∆D = 3.37 x 10−6 a ∆D = 12.45 x 10−6. Tambie´n puede
observarse una separacio´n entre los tres armo´nicos. Este comportamiento esta´ relacionado a
la baja rigidez del Alg, que aumenta las caracter´ısticas viscoela´sticas de la pel´ıcula. Por otro
lado, cuando se deposita PLL en la 7.◦ capa, la disipacio´n disminuye a la mitad (∆D = 6.15
x 10−6) al mismo tiempo que disminuye la distancia entre los armo´nicos, lo que indica que
el depo´sito de PLL tiende a otorgarle rigidez o caracter´ısticas so´lidas a la multicapa.
Una vez ensamblada la pel´ıcula de (PLL/Alg)7PLL se realizo´ el recocido en estufa. Se
probaron temperaturas entre 24 y 80 ◦C durante distintos tiempos de recocido con las pel´ıcu-
las secas o sumergidas en agua. Las pel´ıculas recocidas durante 3 d´ıas en seco a temperaturas
de 37 ◦C o mayores presentaron mejoras en la adhesio´n celular, alcanzando valores de a´rea
promedio similares a los encontrados sobre vidrio.
Las pel´ıculas que hab´ıan sido sumergidas en agua y calentadas, no presentaron diferen-
cias en la adhesio´n celular respecto a las no recocidas (Figura 5.2a). Tampoco se observaron
diferencias en la adhesio´n celular sobre pel´ıculas dejadas a 24 ◦C durante 3 d´ıas. Arbitraria-
mente se decidio´ trabajar a 37 ◦C, la temperatura a la que se encuentra la estufa de cultivo
celular, lo que permite realizar el tratamiento te´rmico en condiciones asce´pticas.
El nu´mero de capas de la pel´ıcula tambie´n es un factor a tener en cuenta a la hora de
mejorar la adhesio´n celular mediante tratamiento te´rmico. Las multicapas de PLL/Alg con 15
capas, es decir (PLL/Alg)7PLL, presentan mejoras en la adhesio´n celular cuando son tratadas
a 37 ◦C (o ma´s) durante 3 d´ıas. Pel´ıculas con mayor nu´mero de capas, como (PLL/Alg)14PLL,
no presentan buena adhesio´n luego de aplicar el mismo tratamiento te´rmico (Figura 5.2b).
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Figura 5.1: Ensamblado de 15 capas de PLL/Alg seguido por QCM-D. Las diferentes curvas
corresponden al 3.◦, 5.◦ y 7.◦ armo´nico. Las l´ıneas de puntos delimitan los intervalos de
tiempo en que se deposito´ la 3.◦ capa de polianio´n y la 4.◦ capa de policatio´n, segu´n se indica
en la figura.
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Sin embargo es posible conseguir una buena adhesio´n celular modificando el esquema de
ensamblado y calentamiento.
Se ensamblan primero 15 capas obteniendo las pel´ıculas (PLL/Alg)7PLL, luego de secar
se realiza un tratamiento te´rmico a 37 ◦C durante 3 d´ıas, se ensamblan las 14 capas restantes
y finalmente se repite el tratamiento te´rmico. De esta manera es posible conseguir pel´ıculas de
mayor espesor con buena adhesio´n celular. Por cuestiones de practicidad, se decidio´ trabajar
con pel´ıculas de 15 capas, (PLL/Alg)7PLL y (PLL/Dex)7PLL, con PLL como u´ltima capa.
5.2.2. Caracterizacio´n de las MPEs
Las ima´genes de AFM de las pel´ıculas de (PLL/Alg)7PLL presentaron cambios en la
morfolog´ıa de la superficie luego del recocido (Figura 5.3a). La multicapa de (PLL/Alg)7PLL
presento´ estructuras globulares de 100-300 nm de largo y entre 5 y 10 nm de altura, con
picos que pueden alcanzar los 30 nm de altura. Luego del tratamiento te´rmico la superficie
se volvio´ ma´s plana, presentando estructuras ma´s anchas y de menor altura (Figura 5.3b).
La rugosidad de la superficie, expresada en te´rminos de la desviacio´n cuadra´tica media de
las alturas (Rms), muestra una disminucio´n de 4 a 2 nm luego del recocido te´rmico (Figura
5.3c).
La rigidez de las MPEs de PLL/Alg antes y despue´s del recocido se estudio´ a trave´s de
medidas de nanoindentacio´n. Aplicando el modelo de Hertz para ajustar las curvas de f-d
se obtuvo el mo´dulo de Young E de las multicapas. Se observo´ un aumento en la rigidez
de las pel´ıculas de 50 MPa a 450 MPa luego del recocido (Figura 5.3d). La evaluacio´n del
mo´dulo ela´stico es una aproximacio´n debido a que para su obtencio´n se realizan numerosas
suposiciones. Los valores obtenidos fueron muy altos comparado a los que se esperaban
obtener para MPEs libres de PLL/Alg, debido principalmente a la influencia del substrato
de vidrio. Sin embargo, bajo las mismas condiciones experimentales y aplicando los mismos
modelos para ajustar las curvas obtenidas para pel´ıculas recocidas y no recocidas, los valores
pueden compararse para estimar propiedades ela´sticas relativas. Se observa un incremento
en la rigidez de aproximadamente un orden de magnitud luego del recocido.
De lo expuesto surge que las MPEs de PLL/Alg recocidas son ma´s lisas y r´ıgidas que
las no recocidas, lo que indicar´ıa un reordenamiento de las cadenas de polielectrolitos para
formar una estructura ma´s compacta.
5.2.3. Mojabilidad y carga superficial
La determinacio´n del a´ngulo de contacto permite evaluar la mojabilidad de las pel´ıculas
antes y despue´s del recocido (Figura 5.4a). El a´ngulo de contacto promedio fue de 36 ± 2.8◦
para las multicapas de (PLL/Alg)7PLL antes del recocido. Este valor sugiere una hidrofilici-
dad relativament alta, en acuerdo con las caracter´ısticas hidrof´ılicas del Alg y el PLL. Luego
del recocido, las propiedades de mojado de la pel´ıcula cambian dra´sticamente. El a´ngulo de
contacto de las pel´ıculas recocidas a 37 ◦C fue de 93 ± 4.6◦ y el de las recocidas a 80 ◦C fue
de 95 ± 1.8◦. Esto indica que el recocido de las multicapas aumenta su hidrofobicidad.
Adema´s, el potencial zeta de las multicapas ensambladas sobre part´ıculas coloidales var´ıa
de -1.3 mV a -14.1 mV y -27 mV luego del recocido a 37 y 80 ◦C, respectivamente (Figura
5.4b). El uso de coloides en lugar de superficies planas puede producir diferencias en las
caracter´ısticas de las multicapas debido principalmente a los distintos pasos utilizados du-
rante el ensamblado de las pel´ıculas sobre las part´ıculas coloidales, sin embargo comparar
los resultados de potencial zeta obtenidos para sistemas coloidales con sistemas planos es
una aproximacio´n va´lida y utilizada por diferentes grupos. El valor pequen˜o y cercano a
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Figura 5.2: a) A´reas celulares promedio de ce´lulas A549 sembradas sobre vidrio y pel´ıculas
de (PLL/Alg)7PLL tratadas 3 d´ıas a 24 o 37
◦C secadas o sumergidas en agua. b) Ima´genes
de ce´lulas C2C12 sembradas sobre vidrio, multicapas de (PLL/Alg)7PLL, (PLL/Alg)7PLL y
(PLL/Alg)14PLL recocidas a 37
◦C durante 3 d´ıas y (PLL/Alg)14PLL ensamblado y recocido
en dos etapas como se describe en el texto.
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Figura 5.3: a) Ima´genes de AFM de (PLL/Alg)7PLL no recocida y (PLL/Alg)7PLL recocida
luego de secadas. b) Perfiles de altura correspondientes a la l´ınea trazada en a). c) Rugosidad
de las pel´ıculas no recocida y recocida. d) Mo´dulo de Young de las MPEs no recocidas y
recocidas.
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Figura 5.4: a) Medidas de a´ngulo de contacto sobre las multicapas de (PLL/Alg)7PLL no
recocidas y (PLL/Alg)7PLL recocidas a 37 y 80
◦C durante 3 d´ıas. b) Potencial zeta de
pel´ıculas no recocidas y recocidas.
0 del potencial zeta previo al recocido, es indicativo de la interdigitacio´n de las capas. El
incremento en el valor negativo de la carga superficial luego del recocido indica que la carga
negativa del Alg esta´ presentada ma´s efectivamente en la superficie de la pel´ıcula e implica
un reordenamiento molecular de la multicapa.
5.2.4. Ana´lisis qu´ımico
El ana´lisis qu´ımico de las pel´ıculas mediante XPS permitio´ estudiar la posibilidad de
que el recocido promueva cambios en la qu´ımica de las multicapas de (PLL/Alg)7PLL. El
recocido podr´ıa estar induciendo la formacio´n de enlaces amida entre los grupos carboxilato
del Alg y las aminas primarias del PLL.
En la figura 5.5 se muestran los espectros de alta resolucio´n en la regio´n del N 1s. Los
dos picos a ∼ 400 eV y ∼ 401.5 eV se asignaron a los enlaces N-CO/C-NH2 y C-NH+3 ,
respectivamente [5.8]. No se observan cambios en las energ´ıas de ligadura de estas especias
en los espectros de XPS de las pel´ıculas recocidas a 37 y 80 ◦C con respecto al de las no
recocidas. Por otro lado, si hubiera entrecruzamiento entre las aminas del PLL y los grupos
carboxilato del Alg deber´ıan formarse enlaces amida. Estos enlaces ya esta´n presentes en el
PLL, por lo que no deber´ıan aparecer nuevas sen˜ales.
Por otro lado, la relacio´n de intensidad de las bandas N-CO/C-NH2 y C-NH
+
3 cambia con
el recocido. La banda de N-CO/C-NH2 aumenta en relacio´n con la de C-NH
+
3 . Esto podr´ıa
indicar dos cosas: que luego del recocido se forma ma´s N-CO debido a la formacio´n de
nuevos enlaces amida o que los grupos NH+3 se deprotonan durante el recocido aumentando
la cantidad relativa de NH2. Esto u´ltimo podr´ıa ser consecuencia de la deshidratacio´n de
los grupos pendientes del PLL. Al comparar la composicio´n qu´ımica de las muestras (tabla
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Figura 5.5: Ana´lisis de XPS de las pel´ıculas de (PLL/Alg)7PLL no recocidas y recocidas a
37 y 80 ◦C.
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5.1), los porcentajes molares de C, O y N no cambian significativamente entre las pel´ıculas
no recocidas y las recocidas. Durante la formacio´n de un enlace amida un grupo OH del
carboxilato se pierde en forma de agua, por lo que el entrecruzamiento de los polielectrolitos
deber´ıa resultar en una disminucio´n del contenido de O. La ausencia de cambios en los
porcentajes molares de C, N y O luego del recocido indicar´ıan que el tratamiento te´rmico
a estas temperaturas no induce la formacio´n de enlaces amida y el entrecruzamiento de la
multicapa.
C / at.% O / at.% N / at.%
No recocida 58.52 31.72 9.76
Recocida a 37 ◦C 60.37 30.11 9.52
Recocida a 80 ◦C 59.53 31.40 9.07
Tabla 5.1: Composicio´n qu´ımica superficial de pel´ıculas de (PLL/Alg)7PLL no recocidas y
recocidas determinada por XPS y expresada como porcentaje ato´mico relativo (at.%).
5.2.5. Adsorcio´n de prote´ınas
La sero albu´mina bovina (SAB) y la fibronectina (FN) se usaron como prote´ınas modelo
para obtener informacio´n del impacto del recocido sobre la adsorcio´n proteica. La SAB
es la prote´ına ma´s abundante del suero del medio de cultivo, mientras que la FN es una
prote´ına t´ıpica que promueve la adhesio´n celular. La superficie de las MPEs presentan grupos
cargados y las prote´ınas pueden depositarse a trave´s de interacciones electrosta´ticas y otras
interacciones como puentes de hidro´geno, hidrofo´bicas, etc.
La adsorcio´n de SAB sobre la multicapa de (PLL/Alg)7PLL produjo una disminucio´n de
frecuencia de ∆F = -186.5 Hz y un aumento en la disipacio´n de 8.0 x 10−6 u.a. (Figura 5.6a)
Luego del lavado, la cantidad de prote´ına depositada resulto´ en un ∆F = -100 Hz para el 3.◦
armo´nico y la disipacio´n disminuyo´ a ∆D = 3.0 x 10−6 u.a. Por otro lado, las diferencias en
la frecuencia y la disipacio´n luego de la deposicio´n de la SAB sobre las multicapas recocidas
fue de ∆F = -45 Hz y ∆D = 1.5 x 10−6 u.a., respectivamente (Figura 5.6b). Luego del lavado,
la frecuencia disminuyo´ a valores cercanos a -35 Hz. Entonces luego del recocido a 37 ◦C la
masa de SAB que se deposita sobre la pel´ıcula es aproximadamente 3 veces menor a la que
se deposita sobre la pel´ıcula sin tratar. Adema´s, un valor menor de disipacio´n se relaciona a
un material ma´s r´ıgido, por lo que sobre la pel´ıcula recocida se deposita una menor cantidad
de prote´ına pero formando una capa ma´s compacta. Sobre las pel´ıculas recocidas a 80 ◦C la
deposicio´n de SAB fue au´n menor, obteniendo un ∆F ∼ -5 Hz.
Por otro lado, la adsorcio´n de FN presenta un comportamiento inverso. Las multicapas
de (PLL/Alg)7PLL recocidas adsorben una cantidad de FN que se corresponde con un ∆F
= -65 Hz, un valor casi dos veces mayor que los ∆F = -35 Hz que se depositan sobre las
multicapas sin recocer (Figura 5.7). La disipacio´n presento´, para ambas pel´ıculas, valores
similares alrededor de ∆D = 3.5 x 10−6 u.a.
5.2.6. Adhesio´n celular
A´reas celulares y para´metros morfolo´gicos
El impacto del recocido de las pel´ıculas de (PLL/Alg)7PLL sobre la adhesio´n celular se
ensayo´ con las ce´lulas A549, C2C12 y BHK, midiendo cambios del a´rea proyectada promedio,
la relacio´n de aspecto y la redondez de las ce´lulas adheridas.
CAPI´TULO 5. Recocido de multicapas: sistemas PLL/Alg y PLL/Dex 211
Figura 5.6: Representaciones del 3.◦, 5.◦ y 7.◦ armo´nico de la frecuencia y la disipasio´n
para la adsorcio´n de BSA sobre multicapas de (PLL/Alg)7PLL no recocidas (a) y recocidas
(b)
Figura 5.7: Representaciones del 3.◦, 5.◦ y 7.◦ armo´nico de la frecuencia y la disipasio´n
obtenidas para la adsorcio´n de FN sobre multicapas de (PLL/Alg)7PLL no recocidas (a) y
recocidas (b).
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Figura 5.8: Caracter´ısticas de la adhesio´n de ce´lulas A549 medidas 2 d´ıas despue´s de la
siembra sobre vidrio, (PLL/Alg)7PLL no recocida y (PLL/Alg)7PLL recocida. a) Micro-
ima´genes de contraste de fase de ce´lulas A549 sembradas sobre las distintas superficies. b)
A´reas celulares promedio. c) Relacio´n de aspecto y redondez promedio. Se incluyen los erro-
res esta´ndar. Las diferencias significativas entre los promedios esta´n indicados en escala de
grises (p = 0.05).
Las ce´lulas A549 y C2C12 presentaron una baja adhesio´n sobre pel´ıculas de (PLL/Alg)7PLL
(Figuras 5.8 y 5.9), con a´reas celulares promedio cercanas a 400 µm2. Este valor fue significati-
vamente menor que el obtenido para ce´lulas sembradas sobre vidrio, 870 µm2 para las ce´lulas
A549 y 920 µm2 para las ce´lulas C2C12. Los valores de relacio´n de aspecto y rugosidad de las
ce´lulas sembradas sobre pel´ıculas de (PLL/Alg)7PLL son cercanos a 1 y significativamente
menores que los encontrados sobre vidrio, lo que indica que las ce´lulas esta´n redondeadas y
mal adheridas. Las ce´lulas sembradas sobre las pel´ıculas de (PLL/Alg)7PLL tratadas te´rmi-
camente a 37 ◦C, presentaron a´reas de adhesio´n celular y para´metros morfolo´gicos similares
a los obtenidos para ce´lulas sembradas sobre vidrio, excepto la redondez promedio de las
ce´lulas C2C12 que fue significativamente mayor (2.70 ± 0.09 sobre (PLL/Alg)7PLL recocida
y 2.43 ± 0.09 sobre vidrio).
Los fibroblastos BHK tienen un comportamiento distinto que el observado para las ce´lulas
A549 y C2C12. El tratamiento te´rmico de las multicapas parece no modificar la interaccio´n
de las pel´ıculas con las ce´lulas BHK (Figura 5.10). Los fibroblastos sembrados sobre multi-
capas de (PLL/Alg)7PLL no recocidas y recocidas presentaron a´reas promedio y para´metros
morfolo´gicos similares o ligeramente inferiores a los observados sobre vidrio. El a´rea promedio
de las ce´lulas BHK sembradas sobre vidrio fue de 600 µ m2, mientras que el obtenido para
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Figura 5.9: Caracter´ısticas de la adhesio´n de ce´lulas C2C12 medidas 1 d´ıa despue´s de
la siembra sobre vidrio, (PLL/Alg)7PLL no recocida y (PLL/Alg)7PLL recocida. a) Micro-
ima´genes de contraste de fase de ce´lulas C2C12 sembradas sobre las distintas superficies.
b) A´reas celulares promedio. c) Relacio´n de aspecto y redondez promedio. Se incluyen los
errores esta´ndar. Las diferencias significativas entre los promedios esta´n indicados en escala
de grises (p=0.05).
CAPI´TULO 5. Recocido de multicapas: sistemas PLL/Alg y PLL/Dex 214
Figura 5.10: Caracter´ısticas de la adhesio´n de ce´lulas BHK medidas 2 d´ıas despue´s de
la siembra sobre vidrio, (PLL/Alg)7PLL no recocida y (PLL/Alg)7PLL recocida. a) Micro-
ima´genes de contaste de fase de ce´lulas BHK sembradas sobre las distintas superficies. b)
A´reas celulares promedio. c) Relacio´n de aspecto y redondez promedio. Se incluyen los erro-
res esta´ndar. Las diferencias significativas entre los promedios esta´n indicados en escala de
grises (p=0.05).
las ce´lulas sembradas sobre las pel´ıculas de polielectrolitos fue de alrededor de 400 µ m2,
un 33% menor. Cabe destacar que las caracter´ısticas de adhesio´n de las ce´lulas BHK sobre
cada superficie es bastante heteroge´nea, con ce´lulas redondeadas y con diferentes grados de
extensio´n.
Las diferencias observadas en la adhesio´n muestran que la interaccio´n de las ce´lulas con
las superficies es dependiente del tipo de ce´lula. Las l´ıneas celulares utilizadas en los expe-
rimentos son de naturalezas muy distintas: una l´ınea tumoral epitelial de pulmo´n humano,
mioblastos de rato´n y fibroblastos de rin˜o´n de hamster. Las dos u´ltimas tienen formas ahusa-
das, mientras que las primeras tienden a ser poliedros regulares. Los para´metros morfolo´gicos
obtenidos dan cuenta de estas caracter´ısticas y para las ce´lulas A549 y C2C12 se observo´
la misma tendencia en la adhesio´n, mientras que el recocido de las MPEs parece no influir
demasiado en la capacidad de adhesio´n de las ce´lulas BHK.
Tinciones fluorescentes
Las ce´lulas A549 y C2C12 sembradas sobre las pel´ıculas de (PLL/Alg)7PLL sin recocer
mostraron un citoesqueleto de actina difuso localizado sobre todo en la periferia celular.
Por otro lado, las ce´lulas adheridas sobre pel´ıculas recocidas mostraron fibras de estre´s
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Figura 5.11: Ima´genes de microscop´ıa laser confocal de barrido de ce´lulas A549 2 d´ıas
despue´s de la siembra sobre vidrio, pel´ıculas de (PLL/Alg)7PLL no recocidas, y pel´ıculas de
(PLL/Alg)7PLL recocidas.
bien ordenadas y extendidas a lo largo del citoplasma (Figuras 5.11 y 5.12). Las ce´lulas
adheridas interactu´an y se extienden sobre los substratos a trave´s de prote´ınas depositadas
provenientes del medio de cultivo y forman adhesiones focales [5.9]. La vinculina es una
prote´ına intracelular que conecta las fibras de estre´s con la membrana en los sitios de anclaje
celular.
La adhesio´n celular fue evaluada midiendo el a´rea total asociada a la tincio´n de vinculina
por ce´lula (Tabla 5.2). Para las ce´lulas A549 adheridas sobre pel´ıculas de (PLL/Alg)7PLL
recocidas el a´rea de adhesio´n fue de 23.2 ± 0.1 µm2, un valor similar a los 27.7 ± 0.1 µm2
obtenidos para las ce´lulas sembradas sobre vidrio, y 4-5 veces mayor que los 5.2 ± 0.1 µm2
obtenidos para las ce´lulas sembradas sobre MPEs no recocidas.
Por otro lado, para las ce´lulas C2C12 el a´rea de vinculina por ce´lula fue de 39.7 ± 0.1
µm2 para aquellas sembradas sobre vidrio, 12.1 ± 0.1 µm2 para las sembradas sobre las
multicapas de (PLL/Alg)7PLL no recocidas y 37.9 ± 0.1 µm2 para las sembradas sobre las
multicapas recocidas. Para ambas ce´lulas se observo´ una mejor adhesio´n sobre las pel´ıculas
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Figura 5.12: Ima´genes de microscop´ıa laser confocal de barrido de ce´lulas C2C12 1 d´ıa
despue´s de la siembra sobre vidrio, pel´ıculas de (PLL/Alg)7PLL no recocidas, y pel´ıculas de
(PLL/Alg)7PLL recocidas.
recocidas, como se mostro´ en las figuras 5.11 y 5.12.
5.2.7. Gradiente te´rmico como estrategia para modular localmen-
te las propiedades de la MPE
Empleando el sistema de gradiente te´rmico descripto en Materiales y me´todos se sometio´
a las pel´ıculas de (PLL/Alg)7PLL a una variacio´n de temperatura aproximadamente lineal
entre 10 y 50 ◦C a lo largo de 2 cm. El gradiente de temperatura resultante fue cercano a
0.002 ◦C µm−1. Teniendo presente los resultados de la figura 5.2, un recocido a 24 ◦C durante
3 d´ıas de las multicapas de (PLL/Alg)7PLL no produce mejoras en la adhesio´n celular, por
lo que es de esperar que el efecto del tratamiento sea bajo o nulo a bajas temperaturas y
conforme se incremente la temperatura sea ma´s apreciable.
El gradiente te´rmico produjo un cambio gradual en las propiedades fisicoqu´ımicas a lo
largo de la pel´ıcula de (PLL/Alg)7PLL de 2 cm de longitud (Figura 5.13). El a´ngulo de
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L´ınea celular Vidrio (PLL/Alg)7PLL no recocida (PLL/Alg)7PLL recocida
A549 27.7 ± 0.1 µm2 5.2 ± 0.1 µm2 23.2 ± 0.1 µm2
C2C12 39.7 ± 0.1 µm2 12.1 ± 0.1 µm2 37.9 ± 0.1 µm2
Tabla 5.2: A´rea total de vinculina por ce´lula sobre vidrio y (PLL/Alg)7PLL no recocidas y
recocidas.
contacto medido sobre la pel´ıcula cada aproximadamente 5 mm mostro´ valores de 27◦ en el
extremo de menor temperatura (16-20 ◦C), 54◦ en la regio´n de temperatura intermedia (30-34
◦C) y 70◦ en la regio´n de mayor temperatura (42-46 ◦C, Figura 5.13a). El valor encontrado en
la regio´n de menor temperatura se asemeja al hallado sobre una pel´ıcula de (PLL/Alg)7PLL
sin tratar (36 ± 2.8◦) y va aumentando conforme aumenta la temperatura del tratamiento,
acerca´ndose al valor de a´ngulo de contacto obtenido en las pel´ıculas recocidas a 37 ◦C (93
± 4.6◦).
En cuanto a la adhesio´n celular, sobre la regio´n tratada a mayor temperatura la adhesio´n
de ce´lulas C2C12 fue similar a la observada sobre vidrio, mientras que sobre la regio´n tratada
a baja temperatura la adhesio´n fue muy baja, similar a la que se encontro´ sobre pel´ıculas de
(PLL/Alg)7PLL sin recocido (Figura 5.13b). Las variaciones ma´s significativas en las a´reas
de adhesio´n se observaron en la regio´n de 4 mm de longitud tratada a temperaturas entre
22 y 30 ◦C, teniendo las ce´lulas sembradas sobre la regio´n de 22-25 ◦C un a´rea promedio de
260 ± 15 µm2 y aquellas sembradas sobre la regio´n tratada a 27-30 ◦C un a´rea promedio de
715 ± 20 µm2.
La cantidad de SAB conjugada con FITC adsorbida disminuyo´ yendo desde la regio´n
tratada a baja temperatura hacia la regio´n tratada a alta temperatura, como se puede
inferir de la intensidad de fluorescencia de las ima´genes (Figura 5.13c). Este comportamiento
se corresponde con lo observado mediante la QCM-D (Figura 5.6), donde se adsorbe 3 veces
menos SAB en las multicapas recocidas que sobre las no recocidas.
5.2.8. Tratamiento te´rmico de multicapas (PLL/Dex)7PLL
Las MPE de PLL/Dex presentan un comportamiento similar al encontrado para las mul-
ticapas de PLL/Alg (Figura 5.14). Las ce´lulas A549 se adhirieron en forma escasa sobre las
pel´ıculas de (PLL/Dex)7PLL sin recocer, presentaron citoesqueletos de actina desorganiza-
dos y difusos y a´reas celulares en promedio 2 veces ma´s pequen˜as que las observadas en
ce´lulas sembradas sobre vidrio (450 µm2 en la MPEs contra 870 µm2 sobre vidrio). Las ce´lu-
las A549 sembradas sobre pel´ıculas de PLL/Dex recocidas a 37 ◦C durante 3 d´ıas mostraron
una buena adhesio´n, con fibras de actina que atravesaban todo el citoplasma y a´reas celula-
res promedio similares a las del vidrio. Este ejemplo muestra que el recocido te´rmico podr´ıa
utilizarse para mejorar la adhesio´n celular sobre sistemas similares, aunque tambie´n puede
disminuir la adhesio´n celular como se muestra en el siguiente cap´ıtulo con las multicapas de
Chi/HA.
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Figura 5.13: Efecto de la variacio´n de temperatura de 10 ◦C a 50 ◦C a lo largo de 2 cm de
una pel´ıcula de (PLL/Alg)7PLL sobre la mojabilidad de la superficie, la adhesio´n celular y la
adsorcio´n de SAB conjugada con FITC. a) Medidas de a´ngulo de contacto en distintos sitios
de la MPE recocidos a distintas temperatura. b) Ima´genes de contraste de fase de ce´lulas
C2C12 adheridas sobre regiones de la pel´ıcula tratadas con temperaturas que van desde 22
◦C a 30 ◦C. Los cambios en las propiedades fisicoqu´ımicas de la MPE a lo largo del gradiente
de temperatura entre 22-30 ◦C indicados por la l´ınea de puntos que va de a) a b) producen
cambios significativos en la adhesio´n celular. Las regiones dentro de los recuadros de l´ıneas
de punto se muestran ampliadas para apreciar mejor los cambios en la adhesio´n celular a
lo largo del gradiente. c) SAB conjugada con FITC adsorbida en 3 regiones diferentes de
la pel´ıcula recocida. La intensidad de la fluorescencia es mayor en las regiones tratadas a
menores temperaturas.
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Figura 5.14: a) Ima´genes de fluorescencia del citoesqueleto de actina (rojo) y nu´cleo
celular (azul) de ce´lulas A549 sembradas sobre vidrio, (PLL/Dex)7PLL no recocida y
(PLL/Dex)7PLL recocida. b) A´reas celulares normalizadas de las ce´lulas que se muestran
en a).
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5.3. Discusio´n
5.3.1. Reestructuracio´n de la MPE durante el tratamiento te´rmi-
co
En la literatura se reporto´ que las multicapas de PDADMAC y PSS en forma de ca´psulas
se reordenan y se contraen al tratarlas te´rmicamente, como consecuencia del movimiento de
los polielectrolitos dentro de la pel´ıcula que tienden a maximizar la interaccio´n entre especies
de cargas opuestas [5.10, 5.11]. En este caso, las capas de polielectrolitos recie´n ensambladas
tienen una estructura ma´s o menos estratificada. La energ´ıa te´rmica facilita el movimiento
de estas capas maximizando las interacciones electrosta´ticas, lo que probablemente resulta
en la formacio´n de complejos donde las interacciones entre policationes y polianiones son
ma´s fuertes. Los resultados mostrados en este cap´ıtulo evidencian un reordenamiento de las
MPEs recocidas. La disminucio´n de la rugosidad de la superficie y el aumento de rigidez
invitan a pensar en un reordenamiento de los polielectrolitos que forman la multicapa.
El cambio en el a´ngulo de contacto indica que la superficie pasa de ser relativamente hi-
drof´ılica a hidrofo´bica luego del calentamiento y refleja los cambios estructurales que ocurren
en la MPE. Los datos de ensayos de adhesio´n realizados con pel´ıculas de PLL/Alg tratadas
a 37 ◦C durante 3 d´ıas pero inmersas en agua (Figura 5.2) mostraron que la adhesio´n celular
no mejora como lo hace cuando el recocido se hace sobre la pel´ıcula en seco. Por lo tan-
to, el contenido de agua jugar´ıa un rol fundamental en la reestructuracio´n de la multicapa
de polielectrolitos. De hecho, se ha demostrado recientemente que la deshidratacio´n de los
polielectrolitos y la ruptura de los puentes de hidro´geno entre el agua y los polielectrolitos
aumenta la movilidad de los pol´ımeros y conduce la transicio´n v´ıtrea observada al calentar
MPEs y complejos de polielectrolitos [5.12]. El aumento en el valor del a´ngulo de contacto
junto con la necesidad de que el tratamiento te´rmico deba realizarse en seco para ser efectivo
indica que la pel´ıcula pierde agua durante el recocido. La disminucio´n de la rugosidad de las
multicapas recocidas junto con una menor cantidad de agua generar´ıan una estructura ma´s
compacta y por lo tanto r´ıgida, como se determino´ en los experimentos de nanoindentacio´n,
y produce el mismo resultado que el entrecruzamiento qu´ımico en las MPEs [5.13, 5.14].
El potencial zeta levemente negativo de la pel´ıcula sin recocer (-1.3 mV) a pesar de que la
u´ltima capa ensamblada es el policatio´n PLL es indicativo de la interdigitacio´n del PLL en las
capas de Alg y de que algunos segmentos del polianio´n pueden protruir hacia la superficie
de la pel´ıcula. Luego del recocido a 37 y 80 ◦C el potencial zeta se vuelve ma´s negativo,
alcanzando valores de -14.1 mV y -27 mV, respectivamente. Este cambio es coherente con
una reestructuracio´n de la multicapa. Si bien la fuerza impulsora de la reestructuracio´n
es la maximizacio´n de la interaccio´n entre policatio´n y polianio´n que generara´ un sistema
menos cargado, la diferencia en el taman˜o de cada polielectrolito explican el incremento en
el valor negativo de la carga en la superficie de la MPE. Entonces, a pesar de que en el seno
de la pel´ıcula las cargas de los polielectrolitos pueden estar ma´s compensadas, una carga
superficial neta permanece debido a la diferencia de pesos moleculares de los pol´ımeros. La
reestructuracio´n implica que las cadenas de Alg, de un peso molecular ma´ximo de 600 kD,
queden ma´s expuestas en la superficie y rodeen a las mole´culas ma´s pequen˜as de PLL, de
un peso molecular de 300 kD (Figura 5.15) [5.15]. Adema´s se espera que el PLL, de menor
peso molecular, tenga mayor capacidad de difundir hacia el interior de la MPE aumentando
la interdigitacio´n entre los polielectrolitos [5.16]. Esto podr´ıa explicar el exceso de carga
superficial negativa.
El hecho de que luego del tratamiento te´rmico los grupos cargados del Alg esta´n ma´s
presentes en la superficie no quiere decir que la densidad de grupos hidrof´ılicos expuestos
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Figura 5.15: Representacio´n de las estructuras qu´ımicas del PLL (a) y del Alg (b). Esquema
de la estructura de la multicapa de PLL/Alg antes (c) y despue´s (d) del recocido.
sea tambie´n mayor. De hecho, el aumento del a´ngulo de contacto indica que hay una menor
densidad de grupos hidrof´ılicos en la superficie. Es importante sen˜alar que la pel´ıcula esta´ en
contacto con el aire durante el proceso de recocido, por lo que una fuerza impulsora para el
reordenamiento de los pol´ımeros podr´ıa ser la disminucio´n de la energ´ıa interfacial entre la
superficie de la MPE y el aire, lo que llevar´ıa a aumentar el nu´mero de grupos hidrofo´bicos
en la superficie [5.17].
Por otro lado, el recocido podr´ıa tambie´n inducir cambios en la qu´ımica de las multicapas
de PLL/Alg. Las medidas de XPS (Figura 5.5 y tabla 5.1), si bien no permiten descartar
completamente un entrecruzamiento de las cadenas de polielectrolitos con el calentamiento,
indican que la formacio´n de enlaces amida promovida por calentamiento de las pel´ıculas a
temperaturas entre 37 y 80 ◦C es poco probable.
En resumen, las medidas de AFM, a´ngulo de contacto y potencial zeta indican un reor-
denamiento de la multicapa de polielectrolitos inducido por la temperatura, en el que los
pol´ımeros se mueven maximizando las interacciones electrosta´ticas y reduciendo la energ´ıa
interfacial aire/MPE.
5.3.2. Adsorcio´n de prote´ınas
Los estudios de adsorcio´n de prote´ınas mediante QCM-D mostraron que las MPE reco-
cidas a 37 ◦C adsorben aproximadamente 3 veces menos SAB que las pel´ıculas no recocidas
(-∆F = -35 Hz de las pel´ıculas recocidas contra -∆F = -100 Hz de las no recocidas), mientras
que adsorben un 80% ma´s de FN (-∆F = -65 Hz contra -∆F = -35 Hz). Las MPEs recocidas
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a 80 ◦C adsorben au´n menos SAB (-∆F ∼ -5 Hz).
La SAB es una prote´ına de taman˜o intermedio con respecto a las otras del plasma,
tiene un peso 65 kDa, dimensiones de 7 x 4 x 4 nm3, un punto isoele´ctrico en el rango
4.8-5.1 [5.18, 5.19] y tiene cierta capacidad de reorientar su conformacio´n al interactuar
con ciertas superficies [5.20]. La fibronectina es una prote´ına relativamente ma´s grande, de
440 kDa, con 20 nm de dia´metro, un punto isoele´ctrico entre 5.8-6.3 [5.18] y posee una
gran flexibilidad y capacidad de cambiar de conformacio´n [5.20]. Como los experimentos
de adsorcio´n de prote´ınas se hicieron en buffer HEPES pH 7.4, ambas prote´ınas estaban
cargadas negativamente durante los ensayos de adsorcio´n.
El recocido de la pel´ıcula de PLL/Alg aumenta el potencial zeta y la exposicio´n de ca-
denas de Alg en la superficie, cambios que en principio, deber´ıan volver a la superficie ma´s
resistente a la adsorcio´n de prote´ınas. Se conoce que el alginato es resistente a la adsor-
cio´n proteica [5.21, 5.22]. Adema´s, la presencia de cargas negativas en la superficie podr´ıa
disminuir la adsorcio´n de prote´ınas cargadas negativamente como la SAB, que se adsor-
be preferencialmente sobre superficies cargadas positivamente [5.23]. De todas maneras las
prote´ınas no solo interactu´an electrosta´ticamente con las superficies.
Por otro lado se sabe que la rugosidad de la superficie afecta la adsorcio´n de prote´ınas,
aunque depende de factores como el valor de rugosidad y caracter´ısticas topogra´ficas par-
ticulares. Por ejemplo se informo´ que la adhesio´n de SAB y FN en titanio nanoporoso con
una rugosidad de 2.5 ± 0.4 nm es significativamente menor que en titanio ma´s liso con ru-
gosidad de 1.7 ± 0.2 nm [5.18]. Estos valores, si bien en el o´rden de los 4 nm para la MPE
de (PLL/Alg)7PLL sin recocer y a los 2 nm de la MPE recocida son dif´ıciles de comparar
ya que la topograf´ıa porosa de la titania difiere de la globular observada para las MPEs.
En otras publicaciones se reporto´ que la microrugosidad puede aumentar la cantidad
de prote´ınas adsorbida [5.24]. En cuanto al efecto del a´ngulo de contacto, algunos trabajos
indican que la adsorcio´n de prote´ınas como la SAB es mayor en superficies ma´s hidrofo´bicas
como es el caso de la pel´ıcula de PLL/Alg recocida [5.19]. A pesar de estos hechos, es de
notar que se requiere un ana´lisis ma´s espec´ıfico (para cada prote´ına) ya que se encontro´ que
la correlacio´n entre la adsorcio´n proteica y la energ´ıa libre superficial es mejor que con el
a´ngulo de contacto [5.24].
La disminucio´n de la adsorcio´n de SAB luego del recocido de la multicapa parecer´ıa estar
relacionada principalmente a la presencia de Alg en la superficie de la pel´ıcula, que con su
resistencia intr´ınseca a la adsorcio´n proteica y sus grupos cargados negativamente, limitan
la adsorcio´n de esta prote´ına. Lo que sucede con el FN es algo ma´s complicado. Por un lado
a pesar de que en buffer PBS pH = 7.4 la FN tiene un potencial zeta de -5.7 mV, se conoce
que se adsorbe cada vez en mayor cantidad en superficies con potencial superficial yendo
de -28 a -121 mV [5.25]. Este comportamiento, contrario al esperado, se interpreto´ con una
posible polarizacio´n de la prote´ına por parte de la superficie y es un ejemplo de lo complejas
que pueden ser las interacciones de superficies con estas macromole´culas. Es importante
notar que la FN es una prote´ına grande con dominios positivos y negativos bien marcados,
y es capaz de cambiar de conformacio´n y reorientarse al interactuar con la superficie y con
mole´culas vecinas, dependiendo de la densidad de mole´culas de FN en la superficie [5.20].
A densidades de cubrimiento bajas, los dominios positivos de la FN estara´n expuestos a la
superficie cargada negativamente, y al aumentar la densidad las prote´ınas pueden reorientarse
de tal manera de reducir las interacciones con la superficie y disminuir las fuerzas repulsivas
con prote´ınas vecinas. Se necesitan ma´s experimentos para estudiar co´mo las interacciones
prote´ına-superficie controlan no so´lo la cantidad de prote´ına depositada sino su conformacio´n.
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5.3.3. Adhesio´n celular
La adhesio´n celular sobre un substrato depende de muchos factores, como la rugosidad
o carga superficial, la hidrofilicidad o la rigidez, entre otros. Las ce´lulas adherentes son
particularmente sensitivas a la microrugosidad del substrato [5.26]. Las superficies con ru-
gosidades en la escala submicrome´trica y nanome´trica en general promueven la adhesio´n y
extensio´n celular [5.27–5.29]. Sin embargo, las ce´lulas se adhieren mejor sobre las multicapas
de PLL/Alg recocidas que son relativamente ma´s lisas que las no recocidas, lo que sugiere
que la rugosidad no es el factor ma´s relevante en este sistema.
La mejora en las propiedades meca´nicas es uno de los factores que podr´ıan explicar
la mejora de la adhesio´n celular. Las multicapas de PLL/Alg se reestructuran durante el
tratamiento te´rmico, formando una estructura ma´s densa y compacta con pe´rdida de agua,
lo que da como resultado una pel´ıcula con un mo´dulo de Young aparente un orden de
magnitud mayor que las pel´ıculas sin recocer. Se sabe que la rigidez del substrato es uno
de los para´metros que determinan la adhesio´n celular en estos sistemas de polielectrolitos
[5.30, 5.31] y una mejora en las propiedades meca´nicas con el recocido dar´ıa cuenta del
comportamiento observado de las ce´lulas. Sin embargo, otros factores pueden afectar el
modo en que las ce´lulas sensan el substrato.
Adema´s de los cambios en la carga superficial, el a´ngulo de contacto y la rigidez del subs-
trato, la adsorcio´n proteica tambie´n es un factor importante a tener cuenta para explicar los
cambios en la adhesio´n celular. Cuando las ce´lulas se adhieren sobre una superficie, no inter-
actu´an directamente con esta sino a trave´s de las prote´ınas provenientes del medio de cultivo
que se depositan en ella. No so´lo la cantidad y conformacio´n de las prote´ınas depositada
es importante para la adhesio´n celular, sino tambie´n la capacidad de las prote´ınas de ser
reordenadas adecuadamente por las ce´lulas [5.32]. Se observo´ que las prote´ınas adsorbidas
sobre las superficies no polares hidrofo´bicas, creadas mediante funcionalizacio´n de mono-
capas autoensambladas con grupos no polares como CH3 y CF3 en concentraciones altas,
presentan interacciones prote´ına-prote´ına y prote´ına-substrato suficientemente fuertes e im-
piden la conformacio´n adecuada de las prote´ınas para interactuar con las ce´lulas [5.33]. Por
otro lado, sobre substratos muy hidrof´ılicos las ce´lulas no se adhieren debido a la interaccio´n
la´bil de las prote´ınas con el substrato. Las ce´lulas parecen adherirse mejor sobre superfi-
cies de hidrofobicidad/hidrofilicidad intermedia. En el caso de las multicapas de PLL/Alg,
las caracter´ısticas estructurales de las prote´ınas depositadas sobre las superficies recocidas
podr´ıan tener un impacto positivo en las interacciones prote´ına-ce´lula, mejorando la adhe-
sio´n celular. Adema´s, en el mismo sentido, otros trabajos informaron que superficies con
a´ngulos de contacto cercanos a 90◦, como el de las pel´ıculas de PLL/Alg recocidas, exhiben
buenas propiedades adhesivas como es el caso de osteoblastos humanos MG 63 sembrados
sobre superficies modificadas de diamante [5.34].
De acuerdo a nuestros resultados, la mejora en la adhesio´n celular observada sobre las
multicapas de PLL/Alg recocidas podr´ıa explicarse por un aumento en la rigidez de la
pel´ıcula y una mejora en la adsorcio´n de FN, una prote´ına de adhesio´n celular, en detrimento
de una prote´ına no adhesiva como la SAB. La hidofobicidad/hidrofilicidad intermedia de las
pel´ıculas recocidas permitir´ıa que estas prote´ınas este´n en conformaciones adecuadas para
favorecer la interaccio´n con las ce´lulas.
A pesar de estas posibles explicaciones, hay que tener en cuenta que la adhesio´n celular
es un proceso muy complejo y se suele correr el riesgo de caer en razonamientos simplistas.
Recientemente, por ejemplo, se comunico´ que el a´ngulo de contacto no es un buen predictor
de la repuesta biolo´gica hacia la superficie de un material [5.35]. En cuanto a las propiedades
meca´nicas del substrato, las ce´lulas no pueden sensar una superficie a lo que no se pueden
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agarrar, por lo que un ana´lisis de las fuerzas de adsorcio´n y cantidad adsorbida de prote´ınas
es necesario para interpretar la importancia de la rigidez del material [5.36]. Si la interaccio´n
de las prote´ınas con la superficie es la´bil, las ce´lulas no podra´n adherirse independientemente
de la rigidez del substrato. El caso de las prote´ınas es muy complejo, prote´ınas no adhesivas
como la SAB pueden favorecer una conformacio´n activa de las prote´ınas adhesivas cuando
estas u´ltimas se encuentra en baja cantidad [5.37]. La FN puede adsorberse formando es-
tructuras globulares, incapaces de promover una buena adhesio´n y diferenciacio´n celular, o
redes fibrilares, que por su parecido con la MEC s´ı permiten la adhesio´n y la diferenciacio´n
de ce´lulas C2C12 [5.38].
5.4. Conclusiones
El tratamiento te´rmico de multicapas de (PLL/Alg)7PLL a 37
◦C resulta en cambios
significativos en las propiedades f´ısicas y qu´ımicas de la MPEs. El recocido induce una topo-
graf´ıa ma´s lisa con un incremento significativo en la hidrofobicidad, lo que se ve en el cambio
del a´ngulo de contacto de 36◦ a 93◦. Adema´s, el potencial zeta cambia de valores cercanos a 0
a -14.1 mV, y la MPE se vuelve ma´s r´ıgida aumentando el mo´dulo de Young en un orden de
magnitud. Todos estos cambios dan cuenta de una reestructuracio´n de la multicapa durante
el calentamiento, los polielectrolitos de cargas opuestas se mueven tendiendo a formar com-
plejos que maximizan la compensacio´n de carga a la vez que reducen la energ´ıa interfacial
entre la superficie de la pel´ıcula y el aire.
Luego del tratamiento te´rmico la pel´ıcula se vuelve ma´s resistente a la adsorcio´n de
SAB mientras promueve la adsorcio´n de FN. Tambie´n exhibe una mejora en la adhesio´n
de ce´lulas C2C12 y A549, mientras que las caracter´ısticas de la adhesio´n de ce´lulas BHK
permanece inalterada. Las ce´lulas C2C12 y A549 sembradas sobre MPEs recocidas presentan
buenas a´reas de adhesio´n y fibras de actina bien definidas, en contraste con las pel´ıculas no
recocidas. Consecuentemente, se espera que otros procesos celulares, como la migracio´n y
la proliferacio´n se vean mejoradas en las MPEs recocidas. La mejora en la adhesio´n celular
parece estar relacionada al aumento de rigidez de las pel´ıculas, a la mayor adsorcio´n de
prote´ınas adhesivas en relacio´n a prote´ınas no adhesivas y a una hidrofobicidad/hidrofilicidad
o´ptima para una conformacio´n adecuada de las prote´ınas.
Los resultados demuestran que el recocido de MPEs fabricados con pol´ımeros biocom-
patibles como PLL/Alg y PLL/Dex puede ser aplicado para modular la adhesio´n celular de
una manera simple y amigable, sin cambiar la composicio´n qu´ımica de la pel´ıcula ni utili-
zar procesos que involucran reactivos con distinto grado de toxicidad. Esta estrategia tiene
potenciales aplicaciones en la ingenier´ıa de tejidos y la medicina regenerativa.
Finalmente, la aplicacio´n de un gradiente te´rmico con temperaturas en el rango 10-50
◦C en pel´ıculas de PLL/Alg permitio´ producir un cambio cont´ınuo en las propiedades de
la pel´ıcula que afectan la adhesio´n celular. Las superficies con propiedades fisicoqu´ımicas
controladas espacialmente resultan importantes para producir materiales que imiten mejor la
matriz extracelular que interactu´a con las ce´lulas. Estas superficies tambie´n son de particular
intere´s para estudios ba´sicos de la interaccio´n de ce´lulas y prote´ınas con superficies, ya que
permiten evaluar el impacto del cambio gradual de determinada propiedad en un u´nico
experimento. La aplicacio´n de gradientes te´rmicos para modificar localmente las propiedades
fisicoqu´ımicas de pel´ıculas as´ı como las caracter´ısticas adhesivas de distintas l´ıneas celulares
puede ser extendida a otros sistemas polime´ricos para aumentar la versatilidad de nuevos
materiales destinados a evaluar ma´s eficientemente las funcionalidades celulares.
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Cap´ıtulo 6
Efecto del recocido de las pel´ıculas de
polielectrolitos en las propiedades
fisicoqu´ımicas de las pel´ıculas y en la
adhesio´n celular: sistema Chi/HA
6.1. Introduccio´n
La deposicio´n de prote´ınas u otras biomole´culas y la formacio´n de biopel´ıculas suele ser
un problema en el disen˜o de las interfases de dispositivos biome´dicos que esta´n en contacto
con flu´ıdos biolo´gicos. Esto puede llegar a comprometer severamente el uso de estos arte-
factos ya que la presencia de prote´ınas o bacterias puede generar respuestas biolo´gicas no
deseadas o infecciones [6.1, 6.2]. Tambie´n suele ser necesario restringir la adhesio´n celular
sobre la superficie de dispositivos me´dicos, por ejemplo, en instrumentos quiru´rgicos tanto
durante como luego de la intervencio´n [6.3, 6.4]. A lo largo de los an˜os, la funcionalizacio´n
de las superficies para hacerlas resistentes a la adsorcio´n proteica y a la adhesio´n de ce´lulas
siguio´ diversas estrategias, como pegilacio´n, uso de surfactantes anfif´ılicos, recubrimiento con
biopol´ımeros, deposicio´n ato´mica de capas, etc. [6.5–6.8]. La efectividad de cada estrategia
depende principalmente del grado de cobertura de las superficies y de la estabilidad de los
recubrimientos en el tiempo.
La te´cnica de capa por capa se utilizo´ para producir recubrimientos con propiedades
antibacterianas, capaces de matar a las bacterias por contacto, inhibir su adhesio´n o liberar
agentes antibacterianos [6.9, 6.10]. El control de la adhesio´n de ce´lulas mamı´feras y bacte-
rianas constituye todo un desaf´ıo en el desarrollo e implementacio´n de nuevos materiales
que este´n en contacto con ambientes biolo´gicos [6.11]. Dentro de los nuevos materiales, los
recubrimientos a base de polisaca´ridos resultan interesantes por su biocompatibilidad, dispo-
nibilidad, resistencia a la adsorcio´n proteica y propiedades antibacterianas [6.12, 6.13]. Las
superficies recubiertas de quitosano, por ejemplo, presentan una limitada deposicio´n de pro-
te´ınas y tienen propiedades bactericidas [6.14, 6.15]. Los recubrimientos de a´cido hialuro´nico
se utilizan para prevenir las adhesiones de implantes con otros tejidos y o´rganos durante
o luego de la intervencio´n quiru´rgica, y adema´s resisten la adhesio´n bacteriana [6.13]. La
te´cnica CpC ofrece una manera sencilla de ensamblar quitosano, un policatio´n, con otros
biopol´ımeros que posean cargas negativas, como el alginato y el a´cido hialuro´nico, resul-
tando en superficies estables y resistentes a la deposicio´n de prote´ınas y la adhesio´n de
ce´lulas [6.16–6.18].
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Como se describio´ en el cap´ıtulo anterior, el recocido te´rmico de MPEs de PLL/Alg y
PLL/Dex mejora la adhesio´n celular. Adema´s, para el caso de las pel´ıculas de PLL/Alg, se
observo´ una disminucio´n en la adsorcio´n de BSA y un aumento en la adsorcio´n de FN, un
aumento en la rigidez e hidrofobicidad de la superficie y una carga superficial ma´s negativa.
Estos cambios en las propiedades de las MPEs con el recocido te´rmico son particulares del
sistema PLL/Alg. Y si bien es de esperar que el recocido afecte las propiedades de cualquier
sistema polime´rico, debe ser estudiado para cada sistema particular.
En este cap´ıtulo se describe el efecto del recocido de MPEs de quitosano y a´cido hialuro´ni-
co en relacio´n a la adsorcio´n proteica y a la adhesio´n de ce´lulas eucariotas y procariotas.
Se mostrara´ que las multicapas de Chi/HA presentan una limitada adsorcio´n proteica y
adhesio´n celular, y que el recocido aumenta au´n ma´s esta resistencia. Para estos estudios
se evaluo´ la adsorcio´n de dos prote´ınas y la adhesio´n de 4 l´ıneas celulares eucariotas y 2
tipos de bacteria distintos. Como en los cap´ıtulos anteriores la microbalanza de cristal de
cuarzo se utilizo´ para estudiar el crecimiento y estabilidad de las multicapas, que se carac-
terizaron por microscop´ıa de fuerza ato´mica, a´ngulo de contacto, potencial zeta y dicroismo
circular. Tanto las pel´ıculas no recocidas como las recocidas presentaron superficies negativas
e hidrof´ılicas, con muy baja deposicio´n de prote´ınas y resistentes a la adhesio´n de ce´lulas
eucariotas y bacterianas. El recocido produjo cambios en la topograf´ıa de las superficies, que
la hacen au´n ma´s resistentes a la adhesio´n celular y al coco Gram-positivo S. aureus. El
recocido de multicapas de Chi/HA modifica las interacciones ce´lula-pel´ıcula y podr´ıa usarse
como un me´todo alternativo y amigable para la modificacio´n de superficies con aplicaciones
biolo´gicas.
6.2. Resultados
6.2.1. Ensamblado, recocido y caracterizacio´n de las pel´ıculas de
(Chi/HA)7Chi
Ensamblado y estabilidad estudiados por QCM-D
El ensamblado de las multicapas de Chi/HA debe realizarse a pH levemente a´cido
para garantizar que los polielectrolitos este´n cargados y as´ı, mediante interacciones elec-
trosta´ticas puedan ensamblarse. Los resultados de la QCM-D obtenidos del ensamblado de
(Chi/HA)7Chi en buffer Acetato 10 mM y NaCl 150 mM (pH = 5) se muestran en la figura
6.1. La frecuencia (∆F) disminuyo´ luego del ensamblado de cada polielectrolito siguiendo
un comportamiento quasi-exponencial con el nu´mero de capas (Figuras 6.1 y 6.2a). Luego
del ensamblado de la u´ltima capa de polielectrolito (policatio´n) se lavo´ la pel´ıcula con buf-
fer Acetato y una vez estabilizada la sen˜al se hizo fluir buffer HEPES (pH = 7.4) por la
celda de la QCM-D para evaluar la estabilidad de la pel´ıcula en pH fisiolo´gico. La frecuen-
cia aumento´ alrededor de 60 Hz, aproximadamente un 20% del cambio de frecuencia total
medida inmediatamente luego del ensamblado de la multicapa, y permanecio´ estable con
un ∆F = -250 Hz durante 2000 min. Esto indica que parte de la pel´ıcula se removio´ en el
medio fisiolo´gico del cultivo celular, pero el substrato permanecio´ cubierto por el remanente
de la pel´ıcula ensamblada. De hecho, al retirar el cristal de SiO2 de la microbalanza luego
del ensamblado y lavado con los dos buffers se observo´ un depo´sito blanco. Es importante
destacar que tanto en el buffer HEPES como en el buffer Acetato, la mayor parte de las
especies io´nicas corresponden al NaCl, por lo que el cambio de pH de uno a otro debe ser el
factor ma´s importante que lleva al desensamblado de una parte de la pel´ıcula. Un segundo
ciclo de lavado con buffer Acetato/buffer HEPES produce un cambio de frecuencia menor y
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Figura 6.1: Ensamblado de una multicapa de (Chi/HA)7Chi seguida por QCM-D. Los cam-
bios de frecuencia (azul) y los de disipacio´n (rojo) corresponden al 3.◦, 5.◦, 7.◦, 9.◦, 11.◦ y
13.◦ armo´nicos. Las l´ıneas de puntos indican el flujo de buffer Acetato y buffer HEPES luego
del ensamblado. Puede apreciarse un aumento de ∆F con los sucesivos lavados.
por lo tanto la masa desprendida de la multicapa es tambie´n menor.
Dicro´ısmo circular
La te´cnica de dicro´ısmo circular (DC) es muy u´til en la caracterizacio´n de pe´ptidos [6.19],
y en algunas publicaciones se la uso´ para seguir el ensamblado de las MPEs [6.20, 6.21], en
las que se demostro´ que la sen˜al de dicro´ısmo circular aumenta con el nu´mero de capas
depositadas. Las medidas de DC fueron realizadas sobre multicapas recien ensambladas y
luego de 1 y 2 d´ıas de recocido a 37 ◦C (Figura 6.2b). Puede observarse que a bajas longitudes
de onda, los a´ngulos de DC se vuelven cada vez ma´s negativos a medida que aumenta el
tiempo de recocido. Los resultados representados en la figura 6.2 muestran un incremento
en la sen˜al de DC (deg cm2 dmol−1) con el tiempo de recocido. En este caso, sin aumento en
el nu´mero de capas de polielectrolito, la disminucio´n en la sen˜al podr´ıa interpretarse como
una densificacio´n de la MPE. Al igual que en el sistema de PLL/Alg descripto en el cap´ıtulo
anterior, el proceso de recocido genera una pel´ıcula ma´s compacta.
Medidas de a´ngulo de contacto y potencial zeta
Las pel´ıculas de (Chi/HA)7Chi son hidrof´ılicas, tanto antes y despue´s del recocido, con
valores de a´ngulo de contacto de 30.2 ± 0.3◦ y 20.6 ± 1.8◦ respectivamente (Tabla 6.1). El
recocido aumenta levemente, el cara´cter hidrof´ılico de estas pel´ıculas a diferencia de lo que
ocurre con las MPEs de PLL/Alg, donde aumenta el caracter hidrofo´bico.
Las medidas de potencial zeta (Tabla 6.1) muestran que el signo y valor de la carga de las
multicapas de Chi/HA son dependientes del medio en el que se realizaron las determinaciones.
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Figura 6.2: a) -∆F en funcio´n del nu´mero de capas para el ensamblado de la pel´ıcula de
(Chi/HA)7Chi. Puede observarse el crecimiento exponencial. b) Espectro de DC de MPE
(Chi/HA)7Chi recie´n ensamblada y luego de 1 y 2 d´ıas de recocido a 37
◦C, como se indica
en la figura.
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(Chi/HA)7Chi Potencial zeta A´ngulo de contacto
Buffer HEPES Buffer Acetato
No recocida -24 mV 25 mV 30.2 ± 0.3◦
Recocida -31 mV 18 mV 20.6 ± 1.8◦
Tabla 6.1: Medidas de a´ngulo de contacto de pel´ıculas de (Chi/HA)7Chi y de potencial zeta
en buffer HEPES y Acetato de part´ıculas recubiertas con MPE (Chi/HA)7Chi.
Cada buffer esta´ compuesto por distintos iones y tienen distintos pH bien definidos, e inducen
cambios en la pel´ıcula y en los grados de ionizacio´n de los polielectrolitos en pH a´cido o
fisiolo´gico. Mientras que en buffer Acetato el potencial es positivo, en buffer HEPES este es
negativo. Tanto el Chi como el HA son polielectrolitos de´biles con valores de pKa ∼ 6 [6.22]
y pKa ∼ 3-4 [6.23] respectivamente, por lo que un cambio de pH de 5 a 7.4 producira´ sobre
todo una gran disminucio´n de la densidad de carga positiva del Chi, confiriendo a la pel´ıcula
un potencial zeta negativo debido a la abundancia de cargas negativas del HA [6.24, 6.25].
El desensamblado de algunas capas de la pel´ıcula en buffer HEPES, as´ı como el intercam-
bio entre las especies io´nicas presentes en cada buffer podr´ıa contribuir tambie´n al cambio
en el potencial zeta. El recocido no afecta el signo del potencial zeta pero s´ı afecta su valor,
volviendolo au´n ma´s negativo en buffer HEPES (de -24 a -31 despue´s del recocido) y ma´s
pequen˜o en buffer Acetato (de 25 a 18 despue´s del recocido). Como se describio´ en el caso
del recocido del PLL/Alg el hecho de que el polianio´n tenga un mayor PM que el policatio´n,
1500-2200 kDa del HA contra 100-300 kDa del Chi, podr´ıa explicar por que´ el recocido las
pel´ıculas de Chi/HA afecta su potencial z. El aumento de temperatura facilitar´ıa la movili-
dad de las cadenas de polielectrolitos, permitiendo que los residuos cargados del HA queden
expuestos en la superficie.
Caracter´ısticas topogra´ficas y medidas de rigidez
Las ima´genes de AFM de MPEs de (Chi/HA)7Chi no recocidas y recocidas se adquirieron
luego de sumergir las pel´ıculas en buffer HEPES durante 40 minutos, lavarlas con agua
destilada y dejarlas secar en aire. La inmersio´n en buffer HEPES se realizo´ para obtener
condiciones de las pel´ıculas en condiciones ma´s cercanas a las que tiene la pel´ıcula en el
medio de cultivo celular. En la figura 6.3a-f se muestran ambas superficies en tres escalas
diferentes, correspondiendo a ima´genes de 50x50 µm2, 5x5 µm2 y 1x1 µm2. Se puede observar
que luego del recocido las superficies se vuelven menos rugosas en la submicro y nanoescala.
En la escala ma´s grande la pel´ıcula sin tratar presenta numerosos picos con alturas de entre
10-20 nm, y protrusiones ma´s grandes que alcanzan los 45-90 nm de altura, separadas una
distancia entre 10 a 15 µm (Figura 6.3g). En cambio la pel´ıcula tratada te´rmicamente exhibe
una superficie lisa interrumpida por grandes protrusiones de 60-150 nm de altura con una
separacio´n cercana a los 20 µm. En las ima´genes a escalas ma´s pequen˜as, se observa que
las pel´ıculas recocidas presentan una topograf´ıa formando una red fibrilar que recuerda a
un fractal. La altura promedio de esta red es de 7.2 ± 1.2 nm, bastante ma´s planas que las
pel´ıculas no recocidas que a esa escala tienen una altura promedio de 15.9 nm (Figura 6.3h).
Las estructuras en forma de red de la pel´ıcula no recocida tienen un largo de 0.2-0.7 µm, una
separacio´n media o valles de 1 µm y alturas que van desde los 10 a los 20 nm, mientras que
las estructuras fibrilares que presenta la MPE recocida son significativamente ma´s pequen˜as,
con 0.1-0.3 µm de largo, 0.1 µm de separacio´n y 5-12 nm de altura.
La rugosidad (Rms) calculada a partir de las ima´genes de 5x5 µm2 tiene un valor de
9.4 ± 0.6 nm para las pel´ıculas sin recocer y de 3.3 ± 0.1 nm para las recocidas (Figura
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6.3i). Entonces, como consecuencia del recocido la superficie de las multicapas se vuelve
menos rugosa y ma´s bidimensional, a la vez que se cubre ma´s homogeneamente por la red
de pol´ımeros. Las distribucio´n de alturas (Figura 6.3j) concide con estas observaciones. Para
el caso de las MPEs recocidas se observa un so´lo ma´ximo cercano a 5 nm por lo que son
bastante homoge´neas, mientras que las no recocidas tienen un pico agudo a 5-6 nm y una
meseta que va desde 8 a 20 nm, lo que indica una superficie ma´s rugosa y heteroge´nea.
La rigidez de las MPEs de Chi/HA antes y despue´s del recocido se estudio´ a trave´s de
medidas de nanoindentacio´n. Aplicando el modelo de Hertz para ajustar las curvas de f-d
se hizo una estimacio´n del mo´dulo de Young. A diferencia de lo observado en el sistema
PLL/Alg, no se encontro´ una diferencia significativa entre la rigidez de las pel´ıculas de
Chi/HA recocidas y no recocidas.
6.2.2. Propiedades antiadhesivas
Adsorcio´n prote´ıca
Como en el cap´ıtulo anterior, se utilizaron SAB y FN como prote´ınas modelo para estudiar
el efecto del recocido de las pel´ıculas sobre la adsorcio´n proteica. Las soluciones de SAB y
FN se prepararon en buffer HEPES a una concentracio´n final de 1 mg mL−1 y 50 µg mL−1,
respectivamente.
Sobre las muestras de Chi/HA colocadas en las celdas de la microbalanza se hizo pasar
primero buffer Acetato, luego buffer HEPES y luego la solucio´n de prote´ına. Mediante la
te´cnica de QCM-D no pudo detectarse adsorcio´n de SAB (Figura 6.4) ni de FN (Figura 6.5)
sobre las pel´ıculas de Chi/HA, independientemente del recocido o no de las MPEs.
Por otro lado, los datos de DC muestran una pequen˜a adsorcio´n de FN tanto sobre
las pel´ıculas recocidas como sobre las no recocidas (Figura 6.6). Es importante notar que
para realizar las medidas de DC, la multicapa se ensambla sobre cubreobjetos de cuarzo
para microscop´ıa, se sumerge durante 40 min en la solucio´n de prote´ına en buffer HEPES,
luego se enjuaga con agua y finalmente se seca con pasaje de nitro´geno antes de medir.
Este procedimiento difiere del empleado en las medidas de QCM-D en las que siempre hay
l´ıquido en la celda. La presencia de FN en las MPEs se pone de manifiesto por DC debido
a la aparacio´n de pequen˜os picos en el espectro en los rangos de 230-210 nm y 190-180 nm,
los que se ven ma´s claramente en la MPE no recocida (Figura 6.6). Los dos hombros qua
aparecen en el rango de 230-210 nm son caracter´ısticos de una conformacio´n α-he´lice de las
prote´ınas. Este hecho podr´ıa indicar que la FN se adsorbe en conformaciones diferentes sobre
la MPE tratada y sobre la no tratada.
Adhesio´n de ce´lulas de mamı´feros
Las ce´lulas utilizadas en estos experimentos son de naturalezas muy distintas: ce´lulas
tumorales de pulmo´n humano (A549), fibroblastos de rin˜o´n de hamster (BHK), osteoblastos
(MC3T3-E1) y mioblastos de rato´n (C2C12). Las tres u´ltimas tienen morfolog´ıas ma´s ahu-
sadas, mientras que la primera tiende a parecerse ma´s a poliedros regulares. Los para´metros
morfolo´gicos obtenidos sobre una superficie control de vidrio dan cuenta de estas caracter´ısti-
cas (Figuras 6.7, 6.8, 6.11 y 6.10).
Las MPEs de Chi/HA producen un efecto significativo sobre la adhesio´n celular (Figuras
6.7, 6.8, 6.11 y 6.10). Las ce´lulas A549 presentan poca adhesio´n sobre estas MPEs, ya sean
recocidas o no recocidas (Figura 6.7a), con un a´rea promedio cercana a 310 µm2, lejos de los
800 µm2 encontrados para las A549 sembradas sobre vidrio (Figura 6.7b). Sobre vidrio las
ce´lulas tuvieron valores de relaciones de aspecto y redondez de 1.6-1.7, y estos disminuyeron
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Figura 6.3: Ima´genes de AFM de multicapas de (Chi/HA)7Chi tomadas con diferentes
aumentos: MPE no recocidas (a-c) y MPE recocidas (d-f). Perfiles de altura indicados por la
l´ınea de puntos celeste se muestran en (h) para pel´ıculas sin recocer (azul) y recocidas (rojo).
Altura (i) y rugosidad (j) promedio. Distribuciones de altura para multicapas no recocidas y
recocidas (k).
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Figura 6.4: Datos de QCM-D para el 3.◦, 5.◦ y 7.◦ armo´nico para la adsorcio´n de SAB
sobre multicapas de (Chi/HA)7Chi no recocidas (a) y recocidas (b).
Figura 6.5: Curvas de QCM-D para el 3.◦, 5.◦ y 7.◦ armo´nico para la adsorcio´n de FN
sobre multicapas de (Chi/HA)7Chi no recocidas (a) y recocidas (b).
CAPI´TULO 6. Recocido de multicapas: sistema Chi/HA 237
Figura 6.6: Espectro de DC de FN en buffer HEPES, multicapa (Chi/HA)7Chi recocida,
(Chi/HA)7Chi + FN y (Chi/HA)7Chi recocida + FN. Las l´ıneas de puntos en los rangos de
230-210 nm y 190-180 nm indican las regiones caracter´ısticas de los picos de FN.
al considerar las MPEs de Chi/HA no recocidas y luego las recocidas, teniendo valores
cercanos a 1 sobre estas u´ltimas (Figura 6.7c). Estos para´metros morfolo´gicos indican la
misma tendencia que las a´reas pequen˜as observadas, y confirman la escasa adhesio´n de las
ce´lulas A549 sobre estas pel´ıculas.
Las ce´lulas BHK presentan un comportamiento similar al de las A549 (Figura 6.8a). No
pudo detectarse una diferencia significativa entra las a´reas promedio de las ce´lulas sembradas
sobre multicapas de Chi/HA recocidas o no recocidas, en ambos casos los valores fueron
cercanos a 280 µm2, significativamente menores que los 600 µm2 encontrados para las ce´lulas
sembradas sobre vidrio (Figura 6.8b). Sin embargo las ima´genes de microscop´ıa muestran que
la adhesio´n de las ce´lulas BHK es heteroge´nea incluso sobre vidrio, donde se observan ce´lulas
bien adheridas y ahusadas, y ce´lulas redondeadas muy pequen˜as. Sobre las multicapas de
(Chi/HA)7Chi hay cierto nu´mero de ce´lulas adheridas regularmente con a´reas de expansio´n
del citoesqueleto pequen˜as, y una mayor´ıa de ce´lulas redondeadas. En cambio luego del
recocido so´lo pueden observarse ce´lulas redondeadas mal adheridas. Al promediar las a´reas
celulares, la presencia de ce´lulas regularmente adheridas sobre las multicapas no recocidas
queda oculta por el elevado nu´mero de ce´lulas redondeadas. Los para´metros morfolo´gicos
brindaron algo ma´s de informacio´n al respecto (Figura 6.8c). Sobre vidrio las ce´lulas tienen
una relacio´n de aspecto y redondez promedio cercanas a 2.4, lo que coincide con su morfolog´ıa
fibrobla´stica, disminuyen a 1.8 para las ce´lulas sembradas sobre pel´ıculas no recocidas y son
pra´cticamente 1 para las ce´lulas sobre pel´ıculas de Chi/HA recocidas, en las que todas las
ce´lulas esta´n redondeadas.
El recocido de las pel´ıculas de Chi/HA produjo un efecto ma´s marcado sobre la adhesio´n
de las ce´lulas C2C12 y MC3T3-E1 (Figuras 6.9 y 6.10). Para los mioblastos C2C12 los
para´metros de adhesio´n se determinaron 24 horas luego de la siembra, en lugar de 48 horas
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Figura 6.7: Caracter´ısticas de la adhesio´n de ce´lulas A549 medidas 2 d´ıas despue´s de la
siembra sobre vidrio, (Chi/HA)7Chi no recocida y (Chi/HA)7Chi recocida. a) Microima´ge-
nes de contraste de fase de ce´lulas A549 sembradas sobre las distintas superficies. b) A´reas
celulares promedio. c) Relacio´n de aspecto y redondez promedio. En la figura se incluyen los
errores esta´ndar. Las diferencias significativas (p = 0.05) entre los promedios esta´n indicados
en escala de grises.
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Figura 6.8: Caracter´ısticas de la adhesio´n de ce´lulas BHK medidas 2 d´ıas despue´s de la
siembra sobre vidrio, (Chi/HA)7Chi no recocido y (Chi/HA)7Chi recocido. a) Microima´ge-
nes de contraste de fase de ce´lulas BHK sembradas sobre las distintas superficies. b) A´reas
celulares promedio. c) Relacio´n de aspecto y redondez promedio. En la figura se incluyen los
errores esta´ndar. Las diferencias significativas (p = 0.05) entre los promedios esta´n indicados
en escala de grises.
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Figura 6.9: Caracter´ısticas de la adhesio´n de ce´lulas C2C12 medidas 2 d´ıas despue´s de
la siembra sobre vidrio, (Chi/HA)7Chi no recocidas y (Chi/HA)7Chi recocidas. a) Micro-
ima´genes de contraste de fase de ce´lulas C2C12 sembradas sobre las distintas superficies.
b) A´reas celulares promedio. c) Relacio´n de aspecto y redondez promedio. En la figura se
incluyen los errores esta´ndar. Las diferencias significativas (p = 0.05) entre los promedios
esta´n indicados en escala de grises.
despue´s de la siembra como se hizo para las A549, BHK y MC3T3-E1. Esto se debe a la
mayor tasa de duplicacio´n de las ce´lulas C2C12 que la de las otras l´ıneas celulares utilizadas.
Los mioblastos se adhieren sobre las pel´ıculas no recocidas, aunque exhiben un patro´n de
agregacio´n distinto a las agregadas sobre vidrio. Luego de 48 horas de sembradas sobre las
pel´ıculas no recocidas, las ce´lulas tienden a a formar pequen˜as colonias con una capa exterior
de ce´lulas altamente ordenadas y polarizadas en la direccio´n radial, a diferencia de las ce´lulas
sembradas sobre vidrio que forman colonias ma´s grandes y desordenadas (Figura 6.11). Sobre
las MPEs recocidas la adhesio´n es muy baja y no se observa formacio´n de colonia alguna.
Las a´reas promedio de las ce´lulas C2C12 sembradas sobre vidrio, las pel´ıculas no reco-
cidas y pel´ıculas recocidas fueron de 930, 650 y 310 µm2, respectivamente (Figura 6.9b).
Los para´metros morfolo´gicos de las ce´lulas sembradas sobre las multicapas de Chi/HA no
recocidas estuvieron en el intervalo de 1.3-1.5 (Figura 6.9c), significativamente menores que
los encontrados para las ce´lulas sobre vidrio (2.2-2.5). La redondez de las ce´lulas sembradas
sobre pel´ıculas recocidas es mayor a la de las ce´lulas sobre vidrio, a pesar de tener una rela-
cio´n de aspecto muy similar. Esto indica que las ce´lulas tienen morfolog´ıas ma´s rugosas, por
deformaciones de la membrana o la presencia de filopodios.
Las ce´lulas MC3T3-E1 se adhirieron sobre las pel´ıculas de Chi/HA no recocidas con
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Figura 6.10: Caracter´ısticas de la adhesio´n de ce´lulas MC3T3-E1 medidas 2 d´ıas despue´s
de la siembra sobre vidrio, (Chi/HA)7Chi no recocidas y (Chi/HA)7Chi recocidas. a) Micro-
ima´genes de contraste de fase de ce´lulas MC3T3-E1 sembradas sobre las distintas superficies.
b) A´reas celulares promedio. c) Relacio´n de aspecto y redondez promedio. En la figura se in-
cluyen los errores esta´ndar. Las diferencias significativas (p = 0.05) entre los promedios
esta´n indicados en escala de grises.
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Figura 6.11: Ce´lulas C2C12 48 horas pos siembra sobre vidrio (a) y una pel´ıcula de
(Chi/HA)7Chi (b). Se muestran regiones aumentadas 4 veces que permiten observar las agru-
paciones desordenadas de ce´lulas sobre vidrio y las pequen˜as colonias con ce´lulas orientadas
en la direccio´n radial sobre las MPEs.
a´reas significativamente menores que sobre vidrio, 900 ± 60 µm2 contra 2600 ± 100 µm2,
respectivamente (Figura 6.10b). La adhesio´n sobre las multicapas recocidas fue au´n ma´s
pobre, con valores de 400 ± 30 µm2. Los para´metros morfolo´gicos tendieron a disminuir
yendo desde las pel´ıculas no recocidas hacia las recocidas (Figura 6.10c).
Para resumir, la adhesio´n celular es baja sobre las pel´ıculas antes del recocido y depende
de la l´ınea celular. Las ce´lulas A549 pra´cticamente no se adhieren sobre las pel´ıculas, y por
ello el recocido pra´cticamente no produce cambios. Las ce´lulas BHK, las MC3T3-E1 y las
C2C12 mostraron una menor adhesio´n sobre las MPEs que sobre vidrio, y el recocido de las
pel´ıculas hace que la adhesio´n sea au´n peor.
Adhesio´n bacteriana sobre MPEs
Para evaluar la adhesio´n bacteriana sobre las pel´ıculas de Chi/HA se sembraron sus-
pensiones de E. coli y S. aureus en PBS sobre vidrio, las MPEs no recocidas y las MPEs
recocidas. Luego de 2 horas de incubacio´n a temperatura ambiente, las muestras se lavaron
con abundante solucio´n de PBS, se fijaron con una solucio´n al 4% de formaldeh´ıdo, se tin˜eron
con una solucio´n de DAPI dilu´ıda 1:1000 en PBS y finalmente se observaron por microsco´pica
de fluorescencia (Figura 6.12a). Las microima´genes de las bacterias sembradas sobre vidrio
muestran una gran cobertura de la superficie, con un a´rea de fluorescencia de 2.3 x 104 µm2
para S. aureus y 6.9 x 104 µm2 para E. coli (Figura 6.12b). El a´rea cubierta por ambas
bacterias disminuye abruptamente sobre las pel´ıculas recocidas y sin recocer. El recocido
aumenta significativamente las propiedades antiadherentes de las pel´ıculas de (Chi/HA)7Chi
para a la bacteria Gram-positiva, con un a´rea de cobertura un 18% menor al de las pel´ıculas
no recocidas como puede observarse en las ima´genes e histogramas correspondientes.
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Figura 6.12: a) Microima´genes de fluorescencia de S. aureus y E .coli sobre MPEs de
(Chi/HA)7Chi sin recocer y recocidas. b) A´rea cubierta por las bacterias en las ima´genes
mostradas en (a). Se incluyen los errores estandar.
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Adema´s, las diferencias morfolo´gicas entre ambas bacterias se aprecia en las ima´genes.
Las bacterias S. aureus aparecen como microorganismos redondeados y las E. coli como
bacilos cortos.
Es importante aclarar que el tratamiento de las ima´genes puede afectar considerablemente
la determinacio´n de las a´reas de cobertura, por lo que los mismos filtros fueron utilizados
para hacer comparaciones confiables.
Para confirmar los resultados de adhesio´n bacteriana, se realizaron una serie de experi-
mentos extrayendo todas las bacterias de las muestras y contando el nu´mero de unidades
formadoras de colonias (UFC). Para esto, se sembraron suspensiones de E. coli y S. aureus en
PBS sobre pel´ıculas recocidas o no recocidas, y luego de 2 horas de incubacio´n a temperatura
ambiente, las muestras se lavaron con abundante solucio´n de PBS, y las bacterias adheridas
se desprendieron mediante sonicacio´n en solucio´n nueva de PBS. Luego, se sembraron 100
µL de cada muestra en distintas soluciones en placas con agar LB y finalmente despue´s de 24
horas se conto´ el nu´mero de UFC utilizando la dilucio´n adecuada. Sobre vidrio se obtuvieron
valores similares de UFCs, (5.6 ± 0.3) x 106 UFC para S. aureus y (6.0 ± 0.5) x 106 UFC
para E. coli (Figura 6.13a). Sobre las pel´ıculas de Chi/HA se obtuvieron valores 5 veces ma´s
pequen˜os para ambas especies bacterianas. Adema´s, se observo´ un 20% menos de S. aureus
adheridas sobre las MPEs recocidas en comparacio´n con las MPEs no recocidas.
En otro grupo de experimentos, se cuantifico´ la adhesio´n bacteriana sobre las MPEs reco-
cidas y no recocidas despega´ndolas por sonicacio´n de las muestras, coloca´ndolas en caldo LB
y midiendo la densidad o´ptica a cada hora durante 5 horas. El aumento de la densidad o´pti-
ca, producto del incremento en el nu´mero de ce´lulas, crecio´ exponencialmente con el tiempo.
Los datos de S. aureus mostraron una densidad o´ptica menor para las bacterias despegadas
de las pel´ıculas recocidas, lo que se observa ma´s claramente a tiempos largos (Figura 6.13b).
Para E. coli las diferencias en la densidad o´ptica entre las bacterias despegadas de pel´ıculas
recocidas y no recocidas fueron mucho menores, con valores ligeramente inferiores sobre las
pel´ıculas recocidas.
En resu´men, las pel´ıculas de Chi/HA tienen una elevada resistencia a la adhesio´n bac-
teriana, resistencia que el recocido de las multicapas incrementa para el coco Gram-positivo
S. aureus.
6.3. Discusio´n
6.3.1. Reestructuracio´n de las multicapas de Chi/HA recocidas
Las medidas de AFM de MPEs de Chi/HA no recocidas y recocidas luego de la inmersio´n
en buffer HEPES y secadas al aire muestran que la superficie se vuelve menos rugosa con
el recocido, como en el caso de las MPEs de PLL/Alg. Sin embargo, mientras que en estas
u´ltimas se forma una estructura granular homoge´nea, las MPEs de Chi/HA mantienen una
estructura de red fibrilar. Las propiedades meca´nicas de las pel´ıculas de Chi/HA no se ven
afectadas luego del recocido, a diferencia de las multicapas de PLL/Alg que se vuelven ma´s
r´ıgidas luego del recocido.
Al igual que en el sistema PLL/Alg, durante la reestructuracio´n de la multicapa de
Chi/HA inducida por temperatura, las cadenas de polielectrolitos se ordenan formando com-
plejos donde se maximice la interaccio´n entre cargas opuestas. El potencial zeta de ambos
sistemas disminuye luego del recocido, lo que podr´ıa deberse a una mayor presencia de los
grupos cargados del polianio´n en la superficie, que al ser ma´s grande rodea al policatio´n
mientras este u´ltimo tiende a difundir hacia las capas interiores de la pel´ıcula. A diferencia
CAPI´TULO 6. Recocido de multicapas: sistema Chi/HA 245
Figura 6.13: a) Unidades formadoras de colonias (UFC) de S. aureus y E. coli despegadas
del vidrio y pel´ıculas de (Chi/HA)7Chi no recocidas y recocidas. El * indica diferencias
significativas (p = 0.05) entre los promedios. b) Cuantificacio´n de la adhesio´n bacteriana
mediante la medida de dispersio´n de luz a 600 nm a diferentes tiempos.
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del sistema PLL/Alg que se volv´ıa ma´s hidrofo´bico luego del recocido, el recocido de pel´ıcu-
las de Chi/HA genera superficies levemente ma´s hidrof´ılicas. Este resultado puede parecer
contradictorio con la idea de que los polielectrolitos se reordenan presentando en la superficie
sus grupos hidrofo´bicos de tal manera de reducir la tensio´n interfacial aire/multicapa [6.26].
Sin embargo, el HA y el Chi son ambos pol´ımeros naturales muy hidrof´ılicos [6.27] y resulta
dif´ıcil que luego de la reestructuracio´n queden expuestos grupos funcionales ma´s hidrofo´bi-
cos, ya que pra´cticamente todos los carbonos de ambas mole´culas tienen grupos hidroxilo o
amino capaces de interactuar con el agua a trave´s de puentes de hidro´geno.
6.3.2. Propiedades antiadhesivas
Resistencia a la adsorcio´n prote´ıca
En comparacio´n con las pel´ıculas de PLL/Alg, las de Chi/HA presentan una fuerte re-
sistencia a la adsorcio´n proteica, que no puede ser detectada por la QCM-D al menos en
nuestras condiciones experimentales. Cabe destacar que se conoce que cantidades tan bajas
de FN, de alrededor de 20 ng cm−1, alcanzan para promover la adhesio´n celular sobre mo-
nocapas autoensambladas de alcanotioles sobre oro [6.28], una cantidad que se corresponde
con un ∆F ∼ 5 Hz y que debido a la inestabilidad de la MPE se encuentra dentro del error
de nuestras medidas de QCM-D.
Resistencia a la adhesio´n de ce´lulas de mamı´feros
Se conoce la baja adhesio´n celular sobre pel´ıculas de Chi/HA, lo que probablemente se
deba al elevado grado de hidratacio´n y la rigidez baja de las pel´ıculas de pol´ımeros naturales
[6.24, 6.29, 6.30]. De hecho, se utiliza para mejorar la adhesio´n celular sobre multicapas de
Chi/HA la te´cnica de entrecruzamiento qu´ımico que aumenta la rigidez de las pel´ıculas [6.31].
La adhesio´n celular sobre pel´ıculas de (Chi/HA)7Chi empeora au´n ma´s luego del recocido.
Las MPEs no recocidas o recocidos presentan en ambos casos una carga superficial negativa,
son hidrof´ılicas, resistentes a la adsorcio´n de prote´ınas y presentan propiedades meca´nicas
similares. Consecuentemente, los cambios topogra´ficos producidos durante el recocido son los
principales candidatos a ser responsables de los cambios observados en la adhesio´n celular. Se
sabe que las caracter´ısticas topogra´ficas del substrato en diferentes escalas tienen una gran
influencia en la funcionalidad celular [6.32, 6.33].En general, las ce´lulas tienden a adherirse
mejor sobre las superficies ma´s rugosas que presentan motivos en la micro y nanoescala. Las
pel´ıculas de Chi/HA recocidas son ma´s planas y presentan una rugosidad menor, lo que es
coherente con una menor adhesio´n celular.
Los cambios morfolo´gicos pueden afectar el comportamiento celular en forma indirecta,
afectando a las prote´ınas adsorbidas sobre la superficie con las que interaccionan las ce´lulas.
La adsorcio´n de prote´ınas juega un rol fundamental en la adhesio´n celular. No so´lo la can-
tidad depositada, sino la conformacio´n que adquieren luego de adsorberse puede influenciar
el proceso de adhesio´n celular. Las prote´ınas adsorbidas sobre una superficie requieren cam-
bios conformacionales para promover la adhesio´n celular ya que ciertas estructuras proteicas
espec´ıficas son fundamentales para que las ce´lulas de mamı´feros puedan formar las adhe-
siones focales [6.34–6.36]. Las superficies de igual composicio´n, pero que tengan diferentes
rugosidades pueden producir distintos cambios conformacionales en la FN [6.37–6.39]. La
conformacio´n de la FN sobre las MPEs puede verse afectada por el recocido, como puede
apreciarse en las medidas de DC de FN adsorbida sobre las MPEs (Figura 6.6). Los reultados
de DC mostraron adsorcio´n de FN sobre la pel´ıcula recocida y la no recocida, pero sugiere
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que la conformacio´n es distinta cuando se adsorbe sobre las MPEs recocidas en comparacio´n
con las no recocidas.
Resistencia a la adhesio´n bacteriana
Algunos polisaca´ridos pueden ser utilizados para generar superficies que prevengan la
formacio´n de biopel´ıculas bacterianas, ya sea a trave´s de sus propiedades antiadhesivas,
como es el caso del a´cido hialuro´nico, o de sus propiedades bactericidas, como es el caso
del quitosano [6.13]. Los resultados mostrados (Figuras 6.12 y 6.13), son coherentes con las
interesantes propiedades antibacterianas que poseen estos polisaca´ridos. El recocido de las
pel´ıculas disminuye au´n ma´s la adhesio´n del coco Gram-positivo S. aureus, lo que puede estar
relacionado con los cambios fisicoqu´ımicos y topogra´ficos que sufre la multicapa durante el
recocido y las caracter´ısticas particulares de esta bacteria.
Para analizar las diferentes caracter´ısticas de la adhesio´n bacteriana sobre las superficies
de las MPEs recocidas y no recocidas es u´til considerar algunas caracter´ısticas generales
de la pared celular de las bacterias utilizadas en este trabajo. La bacteria S. aureus es un
coco Gram-positivo y E. coli es un bacilo Gram-negativo [6.40]. La pared celular que rodea
la membrana interna de las bacterias Gram-positivas esta´ compuesta de una capa de 20 –
80 nm de espesor de peptidoglicano que contiene cierta cantidad de a´cido teicoico, que son
pol´ımeros de glicerol o ribitol unidos por enlaces fosfodie´ster y decorados con aminoa´cidos y
monosaca´ridos [6.41]. Adema´s, posee a´cidos lipoteicoicos, obtenidos por la unio´n de a´cidos
teicoicos con fosfol´ıpidos, unen la pared celular con la membrana plasma´tica de la ce´lula
[6.42]. Debido a sus cargas negativas, los a´cidos teicoicos son en parte responsables de la
carga negativa de la superficie de las bacterias Gram-positivas. Se informaron valores de
potencial zeta de diferentes cepas de S. aureus entre -5 mV y -50 mV, que dependieron de
las condiciones y te´cnicas de medida [6.43–6.45]. Por otro lado, las envolturas celulares de las
bacterias Gram-negativas son mucho ma´s complejas, con una pared celular de peptidoglicano
de 2 nm de espesor localizada entre la membrana interna y la membrana externa. Esta
u´ltima esta´ compuesta de lipopolisaca´ridos y lipoprote´ınas [6.46, 6.47]. La bacteria E. coli
pertenece a la familia Enterobactericeae y posee flagelos con los cuales puede moverse. Su
carga superficiel es negativa, con valores entre -20 mV y -60 mV [6.44, 6.45, 6.48].
En las condiciones de los ensayos mostrados en este capp´ıtulo las bacterias se encuentra en
los primeros estad´ıo de adhesio´n, donde es de esperar que no existan interacciones espec´ıficas
entre las ce´lulas y las superficies [6.49, 6.50]. La carga superficial de las MPEs recocidas o
no recocidas medidas en buffer HEPES es en ambos casos negativa, con un valor algo ma´s
negativo para las recocidas (-31 ± 3 mV) respecto a las no recocidas (-24 ± 3 mV). El
potencial zeta negativo de las superficie de la multicapa de Chi/HA y que se vuelve au´n
ma´s negativo luego del recocido podr´ıa explicar en parte el incremento de la resistencia a la
adhesio´n de bacterias cargadas negativamente.
Otro factor importante en la adhesio´n de microorganismos sobre una superficie es la
hidrofilicidad/hidrofobicidad de la misma. El bajo a´ngulo de contacto de las pel´ıculas de
Chi/HA (30.2 ± 0.3◦) que disminuye aun ma´s luego del recocido (20.6 ± 1.8◦) refleja la
gran afinidad de estas superficies por mole´culas de agua, lo que les confiere resistencia a la
adhesio´n bacteriana como se encuentra publicado en la bibliograf´ıa [6.13].
Tanto el aumento en la hidrofilicidad como en la carga negativa superficial contribuyen
a la mayor resistencia de las MPEs recocidas a la adhesio´n de S. aureus [6.13]. Pero las
caracter´ısticas topogra´ficas de las superficies tambie´n parecen afectar el proceso de adhesio´n
bacteriana como lo informaron varios trabajos [6.51–6.53]. Se encontraron casos donde una
mayor rugosidad favorecio´ la adhesio´n bacteriana [6.54, 6.55], y otros donde se observo´ el
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efecto inverso [6.56, 6.57]. En estos estudios la rugosidad es estimada como la desviacio´n
cuadra´tica media de las alturas (Rms), estimacio´n que puede ser apropiada para algunas
superficies. Tambie´n se han empleado otros para´metros morfolo´gicos para caracterizar las
superficies, aunque no siempre se encontro´ una clara correlacio´n con la adhesio´n y merece
una mayor atencio´n e investigacio´n s [6.58].
A partir de los perfiles de alturas medidos en las ima´genes de AFM de 5 x 5 y 1 x 1 µm2
de pel´ıculas no recocidas y recocidas, la distribucio´n de picos (Figura 6.3j) muestra distintas
caracter´ısticas para MPEs recocidas y no recocidas. Las pel´ıculas recocidas muestran un
u´nico ma´ximo, mientras que en las no recocidas se observa la contribucio´n de dos poblaciones:
una con alturas similares a aquellas obtenidas para las multicapas recocidas y otra con
valores ma´s grandes. Estos picos ma´s altos exhiben una separacio´n promedio de 1-2 µm, un
taman˜o que coincide con las dimensiones de las bacterias. Estas caracter´ısticas topogra´ficas
podr´ıan afectar la adhesio´n bacteriana mediante dos mecanismos: aumentando el a´rea de
interaccio´n entre las bacterias y la superficie de las pel´ıculas, y generando pequen˜os agujeros
que contengan las bacterias durante la deposicio´n. Los cambios topogra´ficos generados por
el recocido podr´ıan afectar el proceso de adhesio´n de S. aureus ya que no son mo´viles
ni poseen ape´ndices adaptables, en contraste con E. coli que se adapta mejor a los cambios
topogra´ficos ya que es capaz de regular la expresio´n de fimbrias en funcio´n de la rugosidad de
la superficie [6.59, 6.60]. Sobre superficies rugosas las bacterias E. coli tienen una morfolog´ıa
lisa, mientras que sobre superficies lisas se ven rugosas debido a la expresio´n de fimbrias y
otras estructuras adhesivas. Por este motivo la disminucio´n de la rugosidad de las pel´ıculas
producida por el recocido podr´ıa tener un menor efecto en E. coli, capaz de adaptarse para
adherirse sobre superficies lisas y un efecto significativo en S. aureus.
6.4. Conclusiones
Las multicapas de Chi/HA mostraron una limitada adhesio´n para 4 l´ıneas celulares de
diferentes or´ıgenes, del coco Gram-positivo S. aureus y del bacilo Gram-negativo E. coli.
El recocido de las multicapas durante 72 horas a 37 ◦C resulto´ en una adhesio´n au´n ma´s
restringida de las ce´lulas eucariotas y en una disminucio´n del 20% de la adhesio´n de S.
aureus respecto a las MPEs no recocidas.
El aumento de las propiedades antiadhesivas de las MPEs de Chi/HA esta´ fuertemente
relacionado con los cambios topogra´ficos que se producen durante el recocido. Este proceso
mantiene la hidrofilicidad de las multicapas, su carga negativa y su resistencia a la adsorcio´n
de prote´ınas, con pequen˜os cambios en sus magnitudes que no pueden explicar la disminucio´n
de la adhesio´n celular. Por otro lado, la topograf´ıa de las MPEs cambia significativamente
durante el recocido. La estructura fibrilar se mantiene, pero se genera una superficie ma´s lisa
y homoge´nea. Estos cambios topogra´ficos podr´ıan tambie´n modificar la conformacio´n de las
pocas prote´ınas que se depositan sobre la pel´ıcula, modificando as´ı la adhesio´n de las ce´lulas
de mamı´feros.
En cuanto a la adhesio´n bacteriana sobre las pel´ıculas recocidas, el coco Gram-positivo
S. aureus se comporta diferente del bacilo Gram-negativo E. coli. Esta u´ltima es capaz de
adaptarse para interactuar con superficies de caracter´ısticas topogra´ficas distintas regulando
la expresio´n de estructuras adhesivas como las fimbrias, mientras que S. aureus podr´ıa verse
ma´s afectado por la topograf´ıa del substrato. La distancia promedio entre los picos ma´s altos
en la superficie de las MPEs no recocidas coincide con el taman˜o de S. aureus y la mayor
rugosidad de estas MPEs proporcionar´ıa una mayor superficie de interaccio´n, que sumada
al efecto “captura” de las bacterias podr´ıa explicar la mayor adhesio´n sobre las pel´ıculas no
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recocidas.
En este cap´ıtulo se presento´ un procedimiento sencillo para mejorar la performance de
superficies resistentes a la adsorcio´n proteica y resistentes a la adhesio´n de ce´lulas eucariotas
y bacterianas, mediante el ensamblado capa por capa de biopol´ımeros como el quitosano y el
a´cido hialuro´nico y el posterior recocido te´rmico. Este procedimiento tiene como ventaja que
no requiere enlaces covalentes para modificar una superficie y puede aplicarse a cualquier
superficie cargada.
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Cap´ıtulo 7
Propagacio´n de colonias sobre
substratos microestructurados
7.1. Introduccio´n
Los sistemas biolo´gicos son sistemas complejos donde el comportamiento del sistema
no puede ser inferido simplemente a partir de las propiedades de sus partes constituyentes
y se requiere una gran cantidad de informacio´n para describirlos [7.1, 7.2]. En el caso de
las colonias celulares existen numerosas variables que influyen en su desarrollo, tales como
la l´ınea celular, las condiciones de cultivo o el pasaje de las ce´lulas [7.3, 7.4], el lote del
suero utilizado para suplementar el medio de cultivo [7.5] o la variabilidad intr´ınseca de las
ce´lulas [7.6]. Esto hace que a veces resulte necesario realizar numerosas repeticiones de los
experimentos para garantizar que los resultados sean estad´ısticamente significativos [7.7].
Por este motivo resulta de gran intere´s encontrar leyes o procesos universales que permitan
describir estos sistema.
Como hemos visto en los cap´ıtulos 1, 2 y 3, la propagacio´n de las interfases de colonias
de geometr´ıa lineal o circular de ce´lulas tumorales o transformadas son coincidentes con los
esperados para la universalidad de KPZ, al igual que la interfase generada con un modelo de
Eden [7.8] o con la electroconveccio´n de cristales l´ıquidos en fase nema´tica [7.9]. La principal
diferencia de estos u´ltimos con respecto al estudio de colonias de ce´lulas es el tiempo que
lleva realizar los experimentos o simulaciones y analizar los resultados. Una simulacio´n en
que se agregan ma´s de 107 part´ıculas se demora apenas un par de minutos, un tiempo similar
al que demoran los experimentos de electroconveccio´n [7.9, 7.10]. Esto hace posible realizar
miles de simulaciones o cientos de experimentos en una semana. Por otro lado, las colonias
deben seguirse durante ma´s de 103 minutos y el ana´lisis posterior de las ima´genes obtenidas
requiere mucho trabajo. Esto limita significativamente el nu´mero de experimentos que pueden
realizarse, por lo que los exponenetes calculados tienen un menor peso estad´ıstico.
Hay situaciones en que no es posible vincular los exponentes obtenidos mediante el ana´lisis
de escalado dina´mico con una clase en particular [7.11], que los exponentes obtenidos expe-
rimentalmente difieren de aquellos obtenidos a partir de modelos [7.12] o que simplemente
no se obedecen las reglas de escalado dina´mico [7.13]. En estos casos es necesario buscar
alternativas a los exponentes de escalado para relacionar con cierta seguridad la dina´mica de
crecimiento con una “clase universal” [7.14]. Una estrategia es intentar identificar las carac-
ter´ısticas distintivas de cada clase en el comportamiento de los constituyentes del sistema y
la evolucio´n de la interfase. En el caso de la clase de KPZ, una caracter´ıstica distintiva es el
te´rmino no lineal λ/2(∇h)2 que da cuenta del crecimiento lateral de la interfase. Esto podr´ıa
hacerse determinando la velocidad de crecimiento de la interfase (< V F >) en superficies in-
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clinadas con un a´ngulo s [7.14]. Una interfase con crecimiento lateral tiene una dependencia
cuadra´tica de la < V F > con el a´ngulo de inclinacio´n:
< V F > (s) =< V F > (0) +
λ
2
s2 (7.1)
Aplicar esta´ te´cnica en simulaciones nume´ricas es sencillo, ya sea en simulaciones de
deposicio´n bal´ıstica de part´ıculas(Figura 7.1a) [7.8], de flu´ıdos avanzando en medios poro-
sos [7.15] o incluso del crecimiento de colonias celulares (Figura 7.1b) [7.16]. Sin embargo,
resulta dif´ıcil conseguir un sistema experimental con una inclinacio´n constante de la interfa-
se que cumpla con las condiciones impuestas para el cumplimiento de las ecuaciones [7.14].
Algunos sistemas experimentales en los que es posible conseguir una inclinacio´n constante
de la interfase son la erosio´n de paisajes inclinados (Figura 7.1c) [7.17] o la deposicio´n de
pel´ıculas delgadas con a´ngulo obl´ıcuo (por “sputtering” o la´ser pulsado, figura 7.1d) [7.18].
El conocimiento de la dina´mica de propagacio´n de las colonias celulares permite una
mejor descripcio´n de diversos procesos fisiolo´gicos y patolo´gicos, ayuda a proponer modelos
matema´ticos ma´s realistas y proporciona informacio´n valiosa para el desarrollo de nuevos
materiales y alternativas terapeu´ticas contra diversas patolog´ıas [7.19–7.22]. Por este motivo,
resulta de intere´s estudiar desde distintos enfoques el cumplimiento de modelos universales.
En este sentido se propone un arreglo experimental que intenta poner de manifiesto la con-
tribucio´n no lineal en la propagacio´n de las colonias celulares, que de acuerdo a trabajos
publicados y a lo visto en los cap´ıtulos 1, 2 y 3, sigue en determinado rango de L y t el
modelo esta´ndar de KPZ.
El arreglo experimental se basa en la influencia que tiene la topograf´ıa del substrato sobre
las distintas funciones celulares [7.23, 7.24]. En la literatura se reportaron diversas te´cnicas
de micro y nano fabricacio´n que permiten obtener substratos con variadas caracter´ısticas
topogra´ficas: microranuras, nanopilares, nanohuecos y hasta gradientes topogra´ficos. Los
substratos con microranuras permiten controlar la morfolog´ıa, la orientacio´n, la migracio´n,
la proliferacio´n y hasta la expresio´n de ciertos genes [7.25, 7.26]. Adema´s, pueden utilizarse
para favorecer la transfeccio´n [7.27] o incluso para distinguir ce´lulas cancer´ıgenas con distin-
ta actividad metasta´sica [7.28]. Los materiales con caracter´ısticas topogra´ficas controladas
resultan de intere´s en el a´rea de la ingenier´ıa de tejidos y regeneracio´n celular, ya que pueden
utilizarse para dirigir la movilidad celular y favorecer el cerrado de heridas [7.29, 7.30].
En este cap´ıtulo se utilizara´n substratos microestructurados con ranuras con distintos
per´ıodos para obtener frentes de CQLs de ce´lulas A549 con a´ngulo de inclinacio´n constante
respecto a las ranuras. La velocidad de propagacio´n de las colonias con distintos a´ngulos de
inclinacio´n permitira´ probar la existencia del te´rmino no lineal en el modelo que describe la
evolucio´n de la rugosidad.
7.2. Resultados y discusio´n
La influencia de las microranuras en la orientacio´n y movilidad de las ce´lulas A549 depen-
dio´ de la separacio´n entre las crestas. Los per´ıodos g1 y g2 (de 11.2 y 10 micras) pra´cticamente
no afectaron la orientacio´n y movilidad celular. Los per´ıodos g3, g4 y g5 (de 6.6, 5.2 y 3.3
micras, respectivamente) influyeron considerablemente en la movilidad de las ce´lulas. El ma-
yor efecto se observo´ para el per´ıodo g5, por lo que se lo utilizo´ para orientar el movimiento
celular a distintos a´ngulos con respecto al frente de la colonia (Figura 7.2).
En la figura 7.2 se muestra una CQL con un a´ngulo de inclinacio´n de 45 ◦ con respecto
a las microranuras. Las ima´genes de microscop´ıa electro´nica de barrido muestran la distan-
cia de separacio´n entre las crestas y valles, cuya profundidad es de 540 nm. Las ima´genes
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Figura 7.1: Interfases creciendo con a´ngulo de inclinacio´n constante. Simulacio´n de la
deposicio´n bal´ıstica de part´ıculas (a) y del crecimiento de una colonia de ce´lulas (b). Las
flechas rojas indican la direccio´n en que se depositan las part´ıculas o en la que avanza la
colonia. Mapa digital de un can˜o´n submarino de la costa de Orego´n (c) y deposicio´n con
a´ngulo obl´ıcuo de una pel´ıcula de TiO2 (d). Puede observarse que a medida que aumenta el
a´ngulo de deposicio´n, las protrusiones son ma´s anchas. Adaptado de [7.8, 7.16–7.18].
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Figura 7.2: a) CQL de ce´lulas A549 propaga´ndose con un a´ngulo de inclinacio´n constante
sobre un substrato con microranuras, con s = 45 ◦. La flecha roja indica la direccio´n de avance
del frente. Se muestran ima´genes de microscop´ıa electro´nica de barrido de las microranuras
con per´ıodo g5. b) La interfase puede rotarse para facilitar el ana´lisis del contorno. Las
ima´genes aumentadas permiten observar las microranuras y el efecto que producen en la
orientacio´n de las ce´lulas. c) Al analizar la diferencia de alturas promedio de las interfases
rotadas (< ∆h′ >), estas deben corregirse con s para obtener el valor < ∆h > deseado.
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aumentadas permiten observar que la orientacio´n de las ce´lulas y de las protrusiones se ve
influenciada por la presencia de las microranuras (Figura 7.2). La imagen de la colonia puede
rotarse en el a´ngulo s para analizar el frente del mismo modo que se hac´ıa con los frentes de
las CQLs de los cap´ıtulos 1, 2 y 3 (Figura 7.2b). Es importante notar que las diferencias de
alturas entre las ima´genes rotadas (< ∆h′ >) deben corregirse con el cos (s) para obtener
las diferencias de alturas (< ∆h >, Figura 7.2c) que se utilizan para calcular < V F >.
7.2.1. Caracter´ısticas morfolo´gicas
En la figura 7.3 se muestra el contorno de CQLs propaga´ndose con distintos a´ngulos
de inclinacio´n a t = 1865 min. El L de las distintas interfases consideradas var´ıa porque
se seleccionaron aquellas colonias o segmentos de colonia que a t = 0 min tuvieran una
rugosidad ∼ 0 (es decir, sean planas) y permitan un ana´lisis ma´s fehaciente de la velocidad
de propagacio´n del frente. Adema´s, el substrato microestructurado tiene un a´rea de 20 x
4 mm2 y a medida que se aumenta el a´ngulo de inclinacio´n la regio´n que puede cubrir la
colonia disminuye.
Puede observarse que a medida que aumenta s, aumenta la inclinacio´n de las protrusiones
con respecto a una recta normal a la interfase inicial (Figura 7.3). Los frentes con s = 0 ◦
presentan numerosas protrusiones angostas, que se van ensanchando a medida que aumenta
la inclinacio´n de la interfase. El ancho de las protrusiones medido a 100 µm del borde de la
colonia aumenta de 64 ± 5 µm a (34 ± 9) x 101 µm yendo de s = 0 ◦ a s = 60 ◦ (Tabla
7.1). Este ensanchamiento de las protrusiones al aumentar s se reporto´ tambie´n para otros
sistemas experimentales [7.18]. La rugosidad de la interfase disminuye considerablemente al
aumentar la inclinacio´n. Los frentes con s = 0 ◦ tienen una rugosidad de 74.0 µm y para
aquellos con s = 60 ◦ es de 46.3 µm (Tabla 7.1).
0◦ 12◦ 25◦ 45◦ 60◦
Ancho protrusiones / 10−1 µm 6.4 ± 0.5 11 ± 3 19 ± 5 27 ± 6 34 ± 9
Rugosidad / µm 74.0 71.7 69.4 60.8 46.3
Relacio´n de aspecto 3.9 ± 0.2 2.5 ± 0.1 2.4 ± 0.1 2.2 ± 0.1 1.8 ± 0.1
Tabla 7.1: Aspectos morfolo´gicos de las colonias y las ce´lulas de CQLs propaga´ndose con
distintos a´ngulos de inclinacio´n. Ancho de las protrusiones medido a 100 µm del borde,
rugosidad de la interfase y relacio´n de aspecto de las ce´lulas del borde.
En las figuras 7.4 y 7.5 se muestran colonias propaga´ndose con a´ngulos de inclinacio´n
extremos, de 0 ◦ y 70 ◦, respectivamente. La colonia propaga´ndose con s = 0 ◦ tiene una
interfase con numerosos picos agudos y ce´lulas de morfolog´ıa rugosa claramente influenciadas
por la presencia de las microranuras. Por otro lado, con s = 70 ◦ la interfase presenta
protrusiones ma´s suaves y las ce´lulas, si bien en muchos casos orientadas con las microranuras,
no tienen tantas prolongaciones citoplasma´ticas ni un contorno tan rugoso como con s = 0
◦.
La morfolog´ıa de las ce´lulas en la regio´n del borde de la colonia se ve afectada por el
a´ngulo de inclinacio´n de las microranuras respecto a la interfase de la colonia, siendo ma´s
ahusadas cuanto menor es s. La relacio´n de aspecto de las ce´lulas en el borde de las colonias
con s = 0 ◦ es de 3.9 ± 0.2, disminuyendo a valores menores de la mitad (1.8 ± 0.1) cuando
s = 60 ◦. Adema´s, la interaccio´n con ce´lulas vecinas tiende a disminuir a la vez que tienden
a bifurcar sus prolongaciones sobre las crestas del substrato microestructurado cuando s es
pequen˜o (ima´genes aumentadas de la Figura 7.4).
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Figura 7.3: Contornos de colonias propaga´ndose con distintos a´ngulos de inclinacio´n. t =
1865 min. Las l´ıneas rojas hacen notar la inclinacio´n de las protrusiones a medida que s
aumenta.
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Figura 7.4: Secuencia de ima´genes de una CQL propaga´ndose con una inclinacio´n s = 0◦.
La regio´n dentro del cuadrado se muestra aumentada 3 veces.
Los datos morfolo´gicos de las interfases, protrusiones y ce´lulas indican que un mayor s
parece favorecer una cobertura del espacio libre de una manera ma´s densa y homoge´nea.
7.2.2. Velocidad promedio del frente en funcio´n del a´ngulo de in-
clinacio´n de la interfase (s)
El a´ngulo de inclinacio´n de la interfase tiene una gran influencia en la velocidad de
avance del frente. En la figura 7.6 se observa una relacio´n cuadra´tica entre la < V F > y s,
tal como se esperaba segu´n la ecuacio´n (7.1) para una interfase que tiene un componente de
crecimiento lateral. De la ecuacio´n cuadra´tica de ajuste puede calcularse el valor de λ, que
resulta ser para estas condiciones 5.2 x 10−5 µm min−1 grado−2. Esto prueba por primera
vez experimentalmente la existencia de un te´rmino no lineal en la propagacio´n de la interfase
de colonias de ce´lulas tumorales y valida la aplicacio´n del modelo esta´ndar de KPZ, cuya
ecuacio´n es:
∂h(x, t)
∂t
=
λ
2
∇h2 + ν∇2h+ η(x, t) (7.2)
El te´rmino no lineal de la ecuacio´n (7.2) implica la presencia de crecimiento lateral o
en direccio´n normal “local” a la interfase. A diferencia del te´rmino lineal, que reorganiza la
materia de la interfase manteniendo la < h > constante, el te´rmino no lineal aumenta la
< h > agregando materia a la interfase si λ > 0, como en el caso de la propagacio´n de CQLs
de ce´lulas A549. Es necesario realizar ma´s experimentos para poder relacionar los cambios en
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Figura 7.5: Secuencia de ima´genes de una CQL propaga´ndose con una inclinacio´n s = 70◦.
La regio´n dentro del cuadrado se muestra aumentada 3 veces.
Figura 7.6: < V F > en funcio´n del a´ngulo de inclinacio´n de la interfase. Se muestra la
ecuacio´n de segundo grado que ajusta los datos experimentales.
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las morfolog´ıas, densidades y trayectorias celulares con el aumento en la < V F > a medida
que aumenta la inclinacio´n de la interfase y probar si el disen˜o experimental satisface las
condiciones del modelo ma´s alla´ de posibles coincidencias fortuitas.
7.3. Conclusiones
La utilizacio´n de substratos microestructurados permite, al menos en cierto intervalo de
tiempo, obtener colonias quasi lineales que se propagan con a´ngulo de inclinacio´n constante.
Las microranuras afectan tanto la morfolog´ıa de las ce´lulas como la morfolog´ıa de la inter-
fase. Las ce´lulas se orientan y desplazan influenciadas por el a´ngulo de inclinacio´n de las
microranuras, del mismo modo que las protrusiones del contorno de la colonia.
Al aumentar el a´ngulo de inclinacio´n los frentes cubren el espacio libre de una manera ma´s
densa y homoge´nea. Adema´s, tambie´n aumenta la velocidad de propagacio´n de la interfase.
Estos hechos resultan muy interesantes para el desarrollo de nuevos materiales de utilidad en
la regeneracio´n celular y el sanado de heridas, donde no so´lo es necesario favorecer el ra´pido
cerrado de heridas sino tambie´n controlar la integridad del tejido formado.
La relacio´n cuadra´tica entre la < V F > y s prueba la existencia de una contribucio´n
lateral en la propagacio´n de la interfase de colonias de ce´lulas A549 y permite calcular el
valor de λ en estas condiciones. Este sistema experimental podr´ıa aplicarse a otras l´ıneas
celulares de caracter´ısticas epiteliales similares a las A549. Los resultados obtenidos junto
con los exponentes calculados para otras l´ıneas celulares mediante el ana´lisis de escalado
dina´mico corroboran que, al menos en ciertos intervalos de L y t, la propagacio´n del frente
de colonias celulares puede interpretarse con la ecuacio´n esta´ndar de KPZ. Esta informacio´n
puede ayudar a comprender los procesos generales que tienen lugar en la propagacio´n de las
colonias y aportar al desarrollo de nuevos modelos, simulaciones, biomateriales o estrategias
terapeu´ticas.
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Conclusiones generales
A lo largo de esta tesis se utilizaron te´cnicas de cultivo celular para estudiar diversos
aspectos del crecimiento y expansio´n de sistemas celulares y distintas propiedades de ma-
teriales biocompatibles. Teniendo en cuenta que las ce´lulas no son entes esta´ticos, sino que
sensan los cambios en su entorno y responden a ellos cambiando su fenotipo y el ambiente
que las rodea, se intento´ modificar la forma en que las ce´lulas interactu´an entre ellas y con
el entorno. Por este motivo se trabajo´ con ce´lulas individuales o con sistemas formados por
agregados quasi circulares o quasi lineales de distintas densidades y poblaciones celulares.
Adema´s, el entorno de las ce´lulas se modifico´ de diversas maneras para estudiar co´mo los
cambios realizados afectaban el fenotipo de las ce´lulas y las caracter´ısticas de las colonias.
El medio de cultivo se modifico´ por adicio´n de espesantes o agentes solubles con bioactivi-
dad. El substrato sobre el que se sembraron las ce´lulas se modifico´ mediante multicapas de
polielectrolitos o mediante el control de su topograf´ıa. Los distintos sistemas de estudio se
analizaron en diferentes escalas de espacio y tiempo, yendo desde eventos celulares como la
adhesio´n, la migracio´n o la proliferacio´n, a feno´menos globales como el avance de la interfase
de las colonias y su dina´mica de rugosado.
Los resultados obtenidos muestran que la formacio´n y la propagacio´n de los sistemas
celulares dependen de las interacciones de las ce´lulas entre s´ı y con el entorno. La capaci-
dad de las ce´lulas de formar colonias confluentes depende de la adhesio´n de las ce´lulas al
substrato, que condiciona la morfolog´ıa del citoplasma y el conjunto de sen˜ales que se origi-
nan en la interaccio´n. Este comportamiento depende del tipo de ce´lula. Una vez formadas,
la propagacio´n de las colonias va acompan˜ado de la aparicio´n de diversas heterogeneidades
espacio-temporales que determinan tanto la dina´mica de crecimiento global de la colonia co-
mo las caracter´ısticas locales y el fenotipo de las ce´lulas. La modificacio´n de las condiciones
de crecimiento, por ejemplo por agregado de factor de crecimiento epide´rmico o de metil
celulosa, afecto´ caracter´ısticas de las ce´lulas como la morfolog´ıa, la tasa de duplicacio´n y
la movilidad. Estos cambios se tradujeron en cambios en la cine´tica de crecimiento de las
colonias y en la dina´mica de rugosado.
En varios cap´ıtulos de esta tesis se compararon resultados experimentales con los ob-
tenidos empleando distintos modelos matema´ticos, como el modelo de Potts o sus varian-
tes, modelos multiescala y modelos cont´ınuos que permitieron una mejor descripcio´n de los
feno´menos intervinientes. La vinculacio´n entre el trabajo experimental y el teo´rico resul-
ta muy enriquecedora para ambos. Mientras los resultados experimentales permiten poner a
prueba las predicciones de los modelos teo´ricos y mejorarlos, la teor´ıa puede ayudar a generar
nuevas hipo´tesis, a describir aspectos mecan´ısticos y a realizar pruebas que experimental-
mente resultan dificultosas. En esta tesis, la conjuncio´n de modelos y experimentos permitio´
profundizar en el conocimiento de diferentes aspectos mecan´ısticos a nivel celular y en la
escala de las colonias celulares, que resultan de intere´s para describir procesos fisiolo´gicos y
patolo´gicos.
La modificacio´n inteligente de la superficie en contacto con las ce´lulas permite controlar
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diversos aspectos de la vida celular, como la adhesio´n, la proliferacio´n, la migracio´n o la di-
ferenciacio´n. La te´cnica de capa por capa utilizada en esta tesis resulto´ una manera sencilla,
robusta y reproducible de generar pel´ıculas biocompatibles sobre las que se sembraron las
ce´lulas. La utilizacio´n de distintos polielectrolitos sinte´ticos y naturales permitio´ describir
co´mo la composicio´n de las pel´ıculas afecta la adhesio´n y la proliferacio´n celular. La fabrica-
cio´n de pel´ıculas heteroge´neas, combinando polielectrolitos sinte´ticos y naturales formando
bloques, permitio´ disponer de una alta biocompatibilidad resultante de mejorar la adhesio´n
celular modulando las propiedades meca´nicas mediante un polielectrolito sinte´tico en capas
internas y manteniendo una alta proliferacio´n mediante un conjunto de capas formadas por
polielectrolitos naturales. Otra manera de modificar las propiedades de las pel´ıculas es me-
diante tratamientos pos ensamblado. Se encontro´ que el tratamiento te´rmico (recocido) de
las pel´ıculas polime´ricas luego del secado permite cambiar sus propiedades fisicoqu´ımicas,
tales como mojabilidad, rigidez, potencial zeta, adsorcio´n proteica y modular as´ı la adhesio´n
celular. Las multicapas de polielectrolitos son sistemas fuera del equilibrio y el aumento de
temperatura favorece la movilidad de las cadenas para alcanzar un estado de menor energ´ıa.
Este proceso es similar al que ocurre durante el tratamiento te´rmico de los metales y alea-
ciones que alcanzan estructuras ma´s estables. En el caso de las pel´ıculas de polielectrolitos
se encontro´ que el contenido de agua juega un papel importante en el efecto que produce
el tratamiento te´rmico. Estos resultados deben tenerse en cuenta para cualquier sistema su-
pramolecular en general. Adema´s de los potenciales usos y aplicaciones en la ciencia de los
materiales despierta numerosas interrogantes: ¿Las propiedades de las muestras fabricadas
cambian con el tiempo? ¿Cua´ndo es mejor medirlas? ¿En caso de no poder medirlas en el
momento, cua´l es la mejor manera de conservarlas?
El control de las propiedades fisicoqu´ımicas del substrato permite “dirigir” el destino
celular, por lo que resulta de intere´s tanto en el desarrollo de protocolos mejorados para
la ingenier´ıa de tejidos y medicina regenerativa, como tambie´n en el desarrollo de nuevos
me´todos de diagno´stico o como plataforma de ana´lisis de las propiedades celulares. Las ca-
racter´ısticas fisicoqu´ımicas y bioqu´ımicas del entorno celular afectan en forma compleja el
fenotipo celular. El control adecuado de las propiedades de los materiales permite, por un
lado, generar sistemas inteligentes para inducir determinado fenotipo celular, y por el otro,
separar para su estudio determinados procesos que contribuyen al mecanismo global que des-
cribe la evolucio´n del sistema. Por ejemplo, la utilizacio´n de substratos microestructurados
permitio´ por primera vez analizar emp´ıricamente la validez del modelo de crecimiento utili-
zado para describir la propagacio´n de la interfase de sistemas multicelulares. La orientacio´n
de las microranuras respecto al contorno de la interfase afecta la velocidad de propagacio´n de
las colonias. La dependencia de esta u´ltima con el a´ngulo de inclinacio´n de las microranuras
esta´ de acuerdo con el modelo de crecimiento propuesto. Esto es una muestra de que para
abordar ciertos tipos de problemas resulta necesario un enfoque interdisciplinario que reu´na
herramientas de la biolog´ıa, la qu´ımica y la f´ısica.
Los resultados presentados en esta tesis abren numerosas perspectivas. Los sistemas uti-
lizados podr´ıan combinarse para modificar el entorno celular de maneras ma´s complejas.
Podr´ıa modificarse la reolog´ıa del medio de cultivo junto con el substrato, ya sea mediante
microranuras o mediante multicapas de polielectrolitos. O estas u´ltimas podr´ıan ensamblar-
se intercalando en algunas capas factor de crecimiento epide´rmico para tener una liberacio´n
local y controlada de la droga. El gradiente de temperatura podr´ıa utilizarse para intentar
controlar la orientacio´n y migracio´n de las ce´lulas sembradas sobre una multicapa de po-
lielectrolitos. El efecto de la temperatura parece ser general y se espera poder aplicarlo a
otros sistemas polime´ricos ma´s alla´ de los obtenidos por la te´cnica de capa por capa. Tambie´n
podr´ıa ensamblarse una multicapa de polielectrolitos sobre un substrato microestructurado
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y ver como influyen en forma combinada la topograf´ıa y el recocido. Adema´s de la adhesio´n,
migracio´n y proliferacio´n celular, podr´ıan estudiarse otros procesos celulares como la dife-
renciacio´n. En las condiciones adecuadas, las ce´lulas C2C12 y MC-3T3 pueden diferenciarse
a miotubos y osteoblastos, respectivamente. Las caracter´ıticas del substrato (como la topo-
graf´ıa o la rigidez) y del medio (como la presencia de ciertos iones o biomole´culas) pueden
modular el proceso de diferenciacio´n.
En resumen, esta tesis aporta al conocimiento de los procesos involucrados en la propaga-
cio´n y expansio´n de sistemas celulares constituidos por ce´lulas aisladas o colonias confluentes.
Se utilizaron entornos celulares convencionales o modificados adecuadamente por el agregado
de sustancias con distinta actividad biolo´gica o utilizando substratos polime´ricos con pro-
piedades fisicoqu´ımicas controladas que permitieron modular distintas caracter´ısticas de la
adhesio´n celular. Se utilizaron y discutieron los sistemas considerando aproximaciones pro-
venientes de distintas disciplinas: te´cnicas de cultivo celular, de la ciencia de materiales y de
la f´ısica estad´ıstica.
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